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Abstrakt  
 Prevalence obezity a doprovodných onemocnění jako je diabetes mellitus 2. typu se 
v poslední době prudce zvyšuje. Obezita a diabetes 2. typu spolu úzce souvisí. Obezita vede 
k rozvoji inzulínové rezistence, která je přímým předstupněm diabetu 2. typu. Metformin je 
lékem první volby u pacientů s diabetem 2. typu a prediabetiků. Působí příznivě na 
glukózovou homeostázu a zlepšuje inzulínovou rezistenci. V účinku metforminu se výrazně 
uplatňuje enzym AMP-aktivovaná proteinová kináza (AMPK), která reguluje 
metabolizmus v závislosti na energetickém stavu buňky. Recentní výsledky studií, kde byly 
použity transgenní modely, ale ukazují, že významný podíl účinku metforminu tvoří 
mechanizmy na AMPK nezávislé. n-3 polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA), které 
jsou přítomny v mořských rybách, působí příznivě na metabolizmus. Tyto mastné kyseliny 
snižují hladinu lipidů v plazmě, působí protizánětlivě a u hlodavců dokážou zabránit 
rozvoji inzulínové rezistence a diabetu. Cílem této práce bylo charakterizovat akutní účinky 
metforminu na glukózovou toleranci, vliv krátkodobého podávání n-3 PUFA na účinek 
metforminu a role inulínem-stimulovaných signalizačních drah a AMPK. Výsledky 
prokázaly, že časný účinek metforminu na glukózovou homeostázu je výrazně závislý na 
dávce a že jednorázová vysoká dávka metforminu výrazně zlepšuje glukózovou toleranci 
už 60 minut po podání. Použití kombinace vysoké dávky metforminu s n-3 PUFA 
neprokázalo signifikantní aditivní efekt na glukózovou toleranci v porovnání se skupinou, 
které byl podán pouze metformin. Kombinace nízké dávky metforminu a n-3 PUFA ale 
signifikantně zlepšila glukózovou toleranci v porovnání s kontrolní skupinou. Akutní 
účinek metforminu na glukózovou homeostázu je nezávislý na přítomnosti α2 podjednotky 
AMPK a aktivace AMPK v játrech a kosterním svalu není v časném účinku metforminu 
zahrnuta. Stanovením aktivity protein-kinázy B (Akt/PKB), enzymu zodpovědného za 
inzulínovou citlivost, nebylo prokázáno zapojení inzulínové signalizace aktivací Akt/PKB 
v játrech a kosterním svalu.  
 
        
Klíčová slova: metformin, inzulínová rezistence, n-3 PUFA, AMPK, glukózová tolerance. 
Abstract 
 Prevalence of obesity and associated diseases like type 2 diabetes has increased 
rapidly during last years.  These diseases closely relate to each other. Obesity leads to 
insulin resistence, which directly precedes type 2 diabetes. Metformin is the most 
prescribed medicament for type 2 diabetic patients and insulin resistant people. It improves 
glucose tolerance and insulin resistance. Enzyme AMP-activated protein kinase (AMPK) is 
strogly involved in metformin action. The latest studies using transgenic models lacking 
AMPK suggest, that notable part of mechanisms involved in metformin action is 
independent on AMPK. n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA), namely 
eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), which are abundant in sea 
fish, have beneficial effects on metabolism. These fatty acids lower plasma lipids and exert 
cardioprotective effects. n-3 PUFA also prevent development of insulin resistence and type 
2 diabetes in rodents. The aim of this thesis was to characterise acute effects of metformin 
on glucose homeostasis, impact of short term diet intervention with diet rich in n-3 PUFA 
on metformin action and the role of insulin stimulated signalling pathways and AMPK. 
Results suggest that early effect of metformin is dose dependent and that single dose of 
metformin significantly improves glucose tolerance 60 minutes after administration of the 
drug. Combination of high dose of metformin and n-3 PUFA did not exert significant 
additive improvement of glucose tolerance. Howewer, low dose of metformin in 
combination with n-3 PUFA significantly improved glucose tolerance in comparsion to 
control group. Next, acute metformin action is not dependent on presence of α2 subunit of 
AMPK and activation of AMPK in skeletal muscle and liver is not involved in acute 
metformin action. Measurement of the activity of protein kinase B (Akt/PKB), enzyme 
responsible for insulin sensitivity, did not reveal involvement of insulin stimulated 
signalling in liver or skeletal muscle.  
Key words: metformin, insulin resistance, n-3 PUFA, AMP-activated protein kinase, 
glucose tolerance  
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 Obezita je charakterizována jako chronický stav, při kterém dochází k nadměrnému 
ukládání tuku v organizmu. Výskyt obezity a diabetu 2. typu se v poslední době prudce 
zvyšuje a v některých zemích jejich výskyt již dosáhl stupně epidemie. K rozvoji obezity 
přispívá zásadním způsobem nadměrný kalorický příjem, nevhodná skladba jídelníčku a 
nedostatek pohybu. Svou roli hrají genetické předpoklady, ale i návyky získané v rodině. 
Neléčená obezita může vést k rozvoji inzulínové rezistence a následně diabetu 2. typu. 
Inzulínová rezistence je porucha citlivosti tkání k inzulínu. Liší se tak od diabetu 1. typu, 
jehož příčinou je porucha sekrece inzulínu z beta buněk pankreatu. Patogeneze diabetu 2. 
typu nespočívá v poruše sekrece inzulínu, ale v jeho sníženém účinku na cílové tkáně, 
rozvoji inzulínové rezistence. Obezita a diabetes 2. typu jsou součástí řady poruch, které se 
souhrnně nazývají metabolický syndrom. Sem mimo jiné patří i zvýšený krevní tlak a 
zvýšená hladina lipidů v plazmě. Jednou z komplikací metabolického syndromu je rozvoj 
kardiovaskulárních onemocnění, které jsou dnes nejčastější příčinou úmrtí v České 
republice i ve světě. Také náklady na léčbu komplikací diabetu a poruch k němu 
přidružených tvoří významnou část rozpočtů zdravotnictví řady zemí, a proto se výzkumu 
patologie obezity, mechanizmům vzniku diabetu a inzulínové rezistence dnes věnuje 
mnoho laboratoří po celém světě.   
 Pro léčbu diabetu 2. typu existuje mnoho preparátů. Nejčastěji předepisovaným 
lékem, který zlepšuje stav pacienta působením přímo na narušené mechanizmy 
metabolizmu je metformin. Pro mnoho lékařů představuje „lék první volby“ a je 
předepisován jak pacientům s diabetem 2. typu, tak lidem s některými příznaky inzulínové 
rezistence, jako prevence rozvoje diabetu. I přesto, že je používán už více jak 60 let, přesné 
mechanizmy jeho účinků nejsou dosud známy.   
 Významně příznivě působí n-3 polynenasycené mastné kyseliny z mořských ryb.   
Tyto mastné mastné kyseliny mají mnoho příznivých účinků na lidské zdraví, zejména na 
kardiovaskulární systém, ale i imunitu a centrální nervovou soustavu. Konzumace n-3 
polynenasycených mastných kyselin snižuje hladinu triacylglycerolů v plazmě, výrazně 
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zlepšuje celkový metabolizmus a zpomaluje nástup diabetu.   
 Cílem této diplomové práce byla charakterizace akutního účinku metforminu na 
utilizaci glukózy, působení n-3 polynenasycených mastných kyselin v podobě krátkodobé 
dietní intervence na účinek metforminu a role inzulínem-stimulovaných signalizačních drah 
a adenosinmonofosfátem-aktivované protein kinázy.  
2. Literární přehled 
2.1. Obezita  
 Obezita je stav, při kterém energetická rezerva organizmu, která je uložena v tukové 
tkáni, stoupla nad obvyklou mez a má negativní účinky na zdraví organizmu. Příčinou 
obezity je zejména nadměrný příjem energie, zvláště tuků a cukrů a nedostatek fyzické 
aktivity. K rozvoji obezity významně přispívají špatné stravovací návyky a životní styl. Jen 
minimální podíl případů obezity je zapříčiněn onemocněním, zejména genetickým.  
 Organizmus zdravého jedince reaguje na pozitivní energetickou bilanci uložením 
přebytečné energie v tukové tkáni. Tato schopnost, která umožňuje vyrovnat se efektivně s 
nerovnoměrnou dostupností energie, ale předurčuje jedince se stálým přísunem nadbytku 
potravy k nabývání na váze a tloustnutí. Pokud příjem energie přesáhne kapacitu tukové 
tkáně ukládat přebytečnou energii v podobě triacylglycerolů (TAG), zvýší se hladina lipidů 
v plazmě a ty se začnou v podobě tzv. ektopického tuku ukládat i do periferních orgánů, 
jako jsou kosterní sval, játra a β-buňky. V periferních tkáních lipidy významně škodí a 
podílí se na vzniku inzulínové rezistence (Shulman, 2000).   
 Míru obezity lze vyjádřit pomocí takzvaného indexu tělesné hmotnosti (BMI). 
Tento index je vyjádřen podílem váhy a druhé mocniny výšky jedince 
(BMI=hmotnost[kg]/výška
2
[m]). Hodnota indexu 25-29 odpovídá nadváze a hodnota vyšší 
než 30 obezitě (Haslam et al., 2005). Ve státech Severní Ameriky a Evropy už teď obezita 
dosahuje epidemických proporcí a začíná se mluvit o celosvětové pandemii. V USA byl v 
roce 2008 podíl lidí s nadváhou a obezitou 70% (Ogden a Carroll, 2010) a v České 
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republice se podle statistik s nadváhou a obezitou  potýká celkem 55% populace (Ústav 
zdravotnických informací a statistiky, www.uzis.cz).    
 Obezita zvyšuje pravděpodobnost rozvoje různých chorob, zejména 
kardiovaskulárních onemocnění, diabetu 2. typu a hypertenze. Také způsobuje zvýšenou 
hladinu TAG a cholesterolu v plazmě. Tyto poruchy se souhrnně nazývají metabolický 
syndrom. Komplikace spojené s obezitou a metabolickým syndromem mají také ovlivňují 
délku života. Lidé s BMI v rozmezí 30-35 kg/m
2
 se dožívají průměrně o 2-4 roky méně a 
lidé s BMI nad 40 kg/m
2
 dokonce o 10 let (Whitlock et al., 2009).  
2.2.  Tuková tkáň a její role v rozvoji inzulínové rezistence  
 Tuková tkáň hraje v rozvoji inzulínové rezistence velmi významnou roli. Nejen, že 
se v ní ukládá energie přijatá v potravě, ale také produkuje množství adipokinů, hormonů 
tukové tkáně. Adipokiny řídí metabolizmus orgánů jako jsou játra a kosterní sval, ale také 
ovlivňují příjem potravy. Abnormální produkce těchto cytokinů spolu s přítomností 
chronického zánětu v tukové tkáni se na rozvoji inzulínové rezistence významně podílí. 
 Velikost tukové tkáně je dána počtem i velikostí adipocytů. Zvětšování tukové 
tkáně probíhá buď zvyšováním počtu adipocytů (hyperplastický růst) nebo zvyšováním 
velikosti (hypertrofický růst). V raných fázích vývoje jedince převládá hyperplastický růst a 
v dospělosti hypertrofický růst tukové tkáně, který je důsledkem hromadění lipidů v buňce. 
Hyperplastický růst tukové tkáně může probíhat i v dospělosti a je spojen s obezitou a 
přibýváním na váze. Po dosažení kritické velikosti adipocytu v důsledku dlouhodobého 
hromadění lipidů je stimulována proliferace nových adipocytů z jejich prekurzorů a kromě 
růstu tukové tkáně zvětšováním buněk se zvyšuje i počet adipocytů (Jo et al., 2010). 




2.2.1. Druhy obezity 
 Podle toho, kde se tuk preferenčně ukládá je možné  obezitu rozdělit na dva typy. 
Pokud se tuk ukládá v podkoží, zejména v okolí hýždí a stehen, jedná se o takzvanou 
periferní obezitu někdy nazývanou jako typ „hruška“. Tuk uložený v břišní dutině kolem 
vnitřních orgánů se nazývá centrální (viscerální) obezita (typ „jablko“);(obrázek 1). Typ 
obezity je určován pomocí obvodu pasu a poměru obvodu pasu a boků. Už v 50. letech 20. 
století prokázal francouzský lékař Jean Vague, že diabetes, dna a ateroskleróza jsou častěji 
diagnostikovány pacientům s centrální obezitou než těm, kteří mají tuk uložen v podkoží 
(Vague, 1956). Centrální obezita je také spojena s častějším výskytem glukózové 
intoletrance, vysokou hladinou inzulínu, mastných kyselin a TAG v plazmě a dalšími 
složkami metabolického syndromu (Kissebah, 1982).   
  Viscerální tuková tkáň je napojena na portální krevní oběh, kterým je spojena s játry 
a může tak ovlivňovat jejich metabolizmus. Viscerální tuková tkáň je metabolicky 
aktivnější, sekretuje tedy víc adipokinů a prozánětlivých cytokinů než periferní tuková tkáň 
Hypertofické adipocyty jsou necitlivé k inzulínu, který inhibuje lipolýzu, a tak uvolňují 
více volných mastných kyselin, glycerolu a laktátu. Dostupnost lipidů je u jater jedním z 
hlavních faktorů určujících míru syntézy lipoproteinů s velmi nízkou hustotou (VLDL) a 
glukoneogeneze, proto může být zvýšený tok metabolitů z tukové tkáně do jater 
zodpovědný za patogeneze spojené s viscerální obezitou (Montague a Rahilly, 2002).   
          







2.2.2. Adipokiny  
  Tuková tkáň funguje jako endokrinní orgán vylučující množství adipokinů. Jedním 
z nich je leptin, hormon produkovaný tukovou tkání, který ovlivňuje řízení příjmu potravy 
a ukládání energie. Podílí se na udržování energetické homeostázy a stimuluje výdej 
energie. Hladina leptinu v plazmě je přímo úměrná velikosti tukové tkáně, hormon tak 
signalizuje množství energetických zásob a tlumí příjem potravy. V periferních tkáních 
stimuluje zejména oxidaci mastných kyselin a v centrálním nervovém systému působí na 
centra sytosti a hladu (Hamman et al., 1996). U obézních lidí je hladina leptinu vysoká, ale 
tělo na něj nereaguje dostatečně. Tento stav je nazýván leptinovou rezistencí. Leptinová 
rezistence se projevuje nadměrným příjmem potravy, ukládáním tuku a snížením 
kalorického výdeje. Jak již bylo zmíněno, za normálních okolností leptin v periferních 
tkáních stimuluje oxidaci mastných kyselin. Pokud je buňka k leptinu rezistentní, tuk se v 
periferních orgánech nespaluje, ale ukládá v podobě ektopického tuku (Shimabukuro et al., 
1997).   
 Dalším významným  hormonem ovlivňujícím metabolizmus je adiponektin. Tento 
hormon má antidiabetické účinky. Hladina adiponektinu v plazmě je nepřímo úměrná 
množství tuku v těle, BMI a míře inzulínové rezistence. Adiponektin působí zejména v  
kosterním svalu a játrech. Zde stimuluje oxidaci mastných kyselin, vstup glukózy do buněk 
a inhibuje glukoneogenezi. Tím zlepšuje inzulínovou citlivost a působí proti ukládání 
ektopického tuku v těchto tkáních. Na rozdíl od leptinu má adiponektin menší vliv na 







 2.2.3. Zánět v tukové tkáni  
 Obezita a inzulínová reuistence je kromě nadměrného ukládání tuků spojena také se 
stavem systémového chronického zánětu. Zánětlivá reakce je v tradičním pojetí odpovědí 
organizmu na poranění nebo infekci a zahrnuje projevy jako jsou otok, zarudnutí, bolest a 
zvýšení teploty. Krátkodobý zánět je nutnou součástí obnovy poškozené tkáně. Dlouhodobé 
důsledky zánětlivého stavu jsou pro organizmus škodlivé a účastní se patogeneze 
metabolických chorob. Podobně jako krátkodobá zánětlivá reakce je důsledkem náhlého 
narušení homeostázy organizmu, chronický zánět může být důsledkem dlouhodobé 
nerovnováhy, jako je nadváha a obezita. Chronický zánět je charakteristický abnormální 
produkcí cytokinů a aktivací zánětlivé signalizace ve tkáních (Wellen a Hotamisligil, 
2005). Zdá se, že rostoucí adipocyty produkují chemotaktické signály vedoucí ke zvýšené 
infiltraci makrofágů do tukové tkáně (Weisberg et al., 2003). Tyto makrofágy pak sekretují 
prozánětlivé cytokiny z tukové tkáně. Klíčovým místem produkce prozánětlivých cytokinů 
je viscerální tuková tkáň. V tukové tkáni obézních hlodavců, ale i lidí, byla prokázána 
zvýšená exprese tumor nekrotizujícího faktoru α (TNF- α) a interleukinu-6 (IL-6), a tím byl 
prokázán jasný vztah mezi obezitou, diabetem a chronickým zánětem (Hotamisligil et al., 
1993); (Saghizadeh et al., 1996). TNF-α je prozánětlivý cytokin, který aktivuje v buňce 
nejrůznější signální dráhy, z nichž některé jsou považovány za inhibiční pro inzulínovou 
signalizaci. V myších modelech obezity je nedostatek TNF-α doprovázen zlepšením 
inzulínové rezistence a pokud je TNF-α podán orálně, je schopen navodit inzulínovou 








2.3. Inzulínová rezistence 
 Inzulínová rezistence je definována jako stav, kdy tkáň není schopna adekvátně 
reagovat na normální hladiny inzulínu v plazmě a hormon vyvolá menší biologický účinek. 
Necitlivost k inzulínu je klíčovým elementem v patogenezi metabolického syndromu a 
hraje zásadní roli v rozvoji diabetu 2. typu.  
   Inzulín je hormon zodpovědný za udržování stálé hladiny glukózy v plazmě a to 
prostřednictvím vyvážené souhry mezi sekrecí hormonu a jeho účinkem. Inzulín stimuluje 
vstup glukózy do buněk a lipogenezi a inhibuje glukoneogenezi v játrech. V důsledku 
narušení inzulínové signalizace lipidovými metabolity a prozánětlivými cytokiny nejsou 
buňky schopny glukózu dostatečně utilizovat a inhibovat glukoneogenezi. Hladina glukózy 
v krvi narůstá a na hyperglykémii organizmus odpovídá zvýšením sekrece inzulínu z         
β-buněk (obrázek 2). Dlouhodobé vysoké hladiny glukózy se pak podílí na poškození        
β-buněk a rezistence se dále rozvíjí až do stavu, který je definován jako diabetes 2. typu 
(Samuel a Shulman, 2012).  
  
Obr. 2: Vztah mezi inzulínovou citlivostí a sekrecí inzulínu   
(přepracováno z Stumvoll et al. 2005). T2DM – Diabetes mellitus 2. typu 
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2.3.1. Účinky inzulínu na využití energetických substrátů   
           Při hladovění je glukóza produkovaná játry vyhrazena pro orgány, které jsou závislé 
na glukóze, jako je např. mozek. Další orgány, jako např. kosterní sval, použijí jako 
energetický substrát volné mastné kyseliny uvolněné tukovou tkání (Frayn, 2002). Zvýšená 
dostupnost mastných kyselin v plazmě vede ke zvýšení β-oxidace a inhibici glykolytické 
dráhy. Nahromadění glukóza-6-fosfátu inhibuje hexokinázu a zvýšení hladiny glukózy v 
cytoplazmě následně inhibuje vstup glukózy do buněk. Po inzulínové stimulaci je lipolýza 
v tukové tkáni inhibována, a mastné kyseliny z potravy nasměrovány do tukové tkáně. 
Inzulín stimuluje vstup glukózy do buněk a glukóza je použita jako energetický substrát 
(Corpeleijn et al., 2009). 
2.3.2. Inzulínová signalizace 
  Inzulínová signalizace ve zdravé tkáni je zahájena vazbou inzulínu na inzulínový 
receptor (IR) na plazmatické membráně. Po vazbě hormonu se změní konformace receptoru 
a ten se autofosforyluje na specifických tyrosinech. Tato konformační změna umožní vazbu 
substrátu inzulínového receptoru (IRS) a jeho fosforylaci na specifických tyrosinech. IRS 
obsahuje specifické tyrosiny a seriny, jejichž fosforylace moduluje přenos signálu. 
Fosforylace na tyrosinech jsou aktivační, naproti tomu fosforylace na serinech působí na 
signalizaci inhibičně. Aktivovaný  IRS váže proteiny obsahující SH2 doménu, mezi nimi 
p85 regulační podjednotku fosfatidylinositol 3 kinázy (PI3K) (Gual et al., 2005). 
Tato lipidová kináza katalyzuje vznik fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfátu (PIP3). PIP3 
funguje v buňce jako signální molekula a mimo jiné aktivuje fosfoinositid-dependentní 
kinázu 1 (PDK1). Tato kináza pak aktivuje další členy inzulínové signální kaskády, protein 
kinázu C (PKC) a protein kinázu B (Akt/PKB) (Chou et al., 1998); (Alessi et al.,1997). 
Tyto kinázy regulují množství procesů, např. translokaci váčků s glukózovými přenašeči 4 
(GLUT 4) na plazmatickou membránu, syntézu glykogenu nebo translaci mRNA a syntézu 
proteinů. Inzulín prostřednictvím této signalizace také stimuluje vazodilataci, podporuje 
růst a proliferaci, inhibuje lipolýzu a reguluje řadu dalších procesů (obrázek 3);(Lawlor a 
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Alessi, 2001). Ve stavu inzulínové rezistence je tato signalizace narušena na několika 
místech a efektivita přenosu signálu je snížena. Detailní mechanizmy narušení této 
signalizace jsou uvedeny níže (Kapitoly 2.3.4, 2.3.5. a 2.3.6.).  
 
 
Obr. 3: Přenos inzulínového signálu   
(přepracováno dle van den Berghe, 2004) 
2.3.3.  AMP-aktivovaná protein kináza 
 Adenozin monofosfátem aktivovaná protein-kináza (AMPK) je enzym, který 
funguje jako energetický senzor buňky. Je aktivována adenozin monofosfátem (AMP), 
produktem hydrolýzy adenozin trifosfátu (ATP). V případě zvýšení hladiny AMP v buňce 
AMPK spouští v buňce katabolické dráhy zahrnující β-oxidaci mastných kyselin a utilizaci 
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glukózy a inhibuje dráhy anabolické (glukoneogenezi a lipogenezi).   
 AMPK je heterotrimerický protein, který se skládá z jedné katalytické α 
podjednotky a dvou regulačních podjednotek β a γ. Aktivace AMPK zahrnuje vazbu AMP 
na regulační podjednotku γ a následnou konformační změnu, která zabraňuje defosforylaci. 
Pro plnou aktivaci AMPK musí být enzym fosforylován na Thr
172 α podjednotky. Tuto 
fosforylaci zprostředkovávají jaterní kináza B (LKB 1) a kináza kalmodulin dependentní 
protein kinázy β (CaMKKβ). Aktivace AMPK je stimulována fyzickou aktivitou, hypoxií, 
metforminem, adiponektinem a leptinem.   
 AMPK snižuje lipogenezi a zvyšuje oxidaci mastných kyslin v mitochondriích. 
Prostřednictvím stimulace transkripčního faktoru PGC1α (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator-1α) AMPK zvyšuje expresi genů mitochondriální 
biogeneze a oxidace mastných kyselin. V kosterním svalu zvyšuje vstup glukózy do buněk 
glukózovými přenašeči GLUT 4 působením na protein AS160, který se na regulaci 
translokace váčků s GLUT 4 významně podílí. V tukové tkáni tato kináza tlumí lipogenezi 
(Viollet et al., 2009);(obrázek 4).   
 AMPK zvyšuje oxidaci mastných kyselin v mitochondriích působením na acetyl-
CoA karboxylázu (ACC), enzym kontrolující syntézu malonyl-CoA, jehož hladina určuje 
míru vstupu mastných kyselin do mitochondrie a jejich následnou oxidaci. AMPK tento 
enzym fosforyluje a inhibuje (Zhou et al., 2001). Malonyl Co-A je inhibitorem přenašeče 
mastných kyselin karnitin palmitoyl transferázy 1 (CPT 1). CPT 1 se nachází na vnější 
membráně mitochondrií a zprostředkuje vstup mastných kyselin do mitochondrií, kde jsou 
mastné kyseliny následně oxidovány. Snížením hladiny malonyl Co-A působením AMPK 
dojde k deinhibici CPT 1 a je umožněna zvýšená oxidace mastných kyselin (McGarry; 
Brown., 1997). AMPK také navíc snižuje expresi lipogenních genů, jako jsou syntáza 
mastných kyselin (FAS) a ACC a to přímou fosforylací jejich transkripčních faktorů 





Obr. 4: Účinky AMPK na metabolizmus buňky  
(přepracováno z Kraegen et al., 2009) 
2.3.4. Inzulínová rezistence v kosterním svalu 
 Tkáň, která se hlavní měrou podílí na vychytávání glukózy z krevního řečiště je 
kosterní sval. Po jídle se zvýší hladina glukózy v plazmě vedoucí k sekreci inzulínu a ten 
stimuluje vstup glukózy do buněk. Kosterní svalstvo utilizuje postprandiálně až 80% 
veškeré glukózy z plazmy a proto je schopnost této tkáně reagovat na inzulínovou 
signalizaci důležitou součástí glukózového metabolizmu organizmu (DeFronzo a Tripathy. 
2009).  
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Inzulínová citlivost je nepřímo úměrná množství lipidů v myocytu. Na rozvoji 
inzulínové rezistence se významně podílí hromadění lipidových metabolitů v myocytech a 
také vliv prozánětlivých cytokinů. Další studie prokázaly mitochondriální poruchy. Je 
možné, že ty také přispívají k hromadění lipidových metabolitů. Jak bylo popsáno výše, 
obézní jedinci mají v důsledku neodstatečné inhibice lipolýzy v tukové tkáni zvýšené 
hladiny volných mastných kyselin v plazmě po inzulínové stimulaci. U obézních pacientů a 
nemocných diabetem 2. typu byl pozorován zvýšený transport mastných kyselin do buněk 
kosterního svalu. Na vyšší dostupnost mastných kyselin v plazmy buňka zřejmě odpovídá 
zvýšenou expresí přenašečů mastných kyselin (Simoneau et al., 1999). Naopak kapacita 
mitochondrií oxidovat mastné kyseliny je u obézních inzulín-rezistentních jedinců zhoršená 
(Petersen et al., 2004). Bylo prokázáno, že aktivita řady mitochondriálních enzymů 
podílejících se na degradaci mastných kyselin v myocytu je u obézních inzulín-
rezistentních pacientů snížená (Simoneau et al., 1999), (Kim et al., 2000). Kromě snížené 
aktivity klíčových enzymů byly u mitochondrií prokázány také změny v jejich velikosti. 
Mitochondrie obézních lidí a diabetiků jsou až o 35% menší než mitochondrie štíhlých 
dobrovolníků a vykazují odlišnou morfologii. Jejich velikost také koreluje s inzulínovou 
citlivostí kosterního svalu (Kelley et al., 2002). U diabetiků byly také prokázány zvýšené 
hladiny malonyl-CoA, molekuly regulující míru vstupu mastných kyselin do mitochondrie 
a jejich následnou oxidaci (Bandyopadhyay et al., 2006). Vyšší míra vstupu mastných 
kyselin do buňky bez adekvátního zvýšení oxidace mastných kyselin vede k hromadění 
lipidů a lipidových meziproduktů v cytoplazmě. Je důležité, jakého charakteru 
intramyocelulární lipidy jsou. TAG jsou metabolicky celkem inertní látky, a jejich 
množství inzulínovou rezistenci příliš dobře neodráží. Vysoké hladiny TAG ve svalech 
mají i trénovaní sportovci velmi citliví k inzulínu. Mnohem spolehlivějším ukazatelem 
zhoršené inzulínové citlivosti jsou meziprodukty lipidového metabolismu. Jedná se hlavně 
o ceramidy, diacylglycerol (DAG) a aktivované mastné kyseliny s dlouhým řetězcem 
(LCFA-CoA) (Consitt et al., 2009).  Ceramidy ruší inzulínovou signalizaci a to 
prostřednicvtím inhibice přenosu signálu přes Akt/PKB. V myocytech se zvýšeným 





, zbytku důležitém pro plnou aktivaci Akt/PKB (Adams et al., 2004). V kosterních 
svalech diabetiků 2. typu byla po inzulínové stimulaci snížena také fosforylace Akt/PKB na 
Thr
308
, která je klíčová pro přenos inzulínového signal (Karlsson et al., 2005).  Zablokování 
syntézy ceramidů vedlo k obnovení signalizace přes Akt/PKB, což je v souladu s teorií, že 
ceramidy působí inhibičně právě na Akt/PKB. Ceramidy vznikají hydrolýzou 
sfingomyelinu nebo syntézou de novo z nasycených mastných kyselin s dlouhým řetězcem. 
Míra syntézy ceramidů je určena dostupností mastných kyselin, množství ceramidu v 
myocytu tak přímo koreluje s hladinou volných mastných kyselin v plazmě. Zvýšený obsah 
ceramidu až o 100% byl potvrzen v myocytech inzulín-rezistentních i obézních lidí 
(Holland et al., 2007).  
 DAG je meziproduktem metabolizmu fosfolipidů a TAG. V buněčné signalizaci 
funguje jako „druhý posel“. Jejich působení je spjato se zhoršením inzulínové signalizace. 
Množství experimentů potvrdilo, že se zvýšenou hladinou DAG v myocytu je spojena i 
aktivace izoformy θ protein kinázy C (PKCθ). PKCθ je serinová kináza, která fosforyluje 
IRS-1 na Ser
307
. Serinová fosforylace IRS inhibuje inzulínovou signalizaci a znemožní 
další přenos signálu. V důsledku serinové fosforylace IRS bylo prokázáno 30% snížení 
tyrosinové fosforylace IRS a 50% snížení aktivity PI3K (Yu et al., 2002). U diabetických 
pacientů byla prokázána zvýšená hladina i aktivita PKCθ v porovnání s nediabetickými 
jedinci (Itani et al., 2001). Tyto poznatky potvrzují významnou úlohu, jakou reaktivní 
meziprodukty lipidového metabolizmu hrají v rozvoji inzulínové rezistence.  
 LCFA-CoA jsou metabolicky aktivní formou mastných kyselin. Zvýšená hladina 
LCFA-CoA spojená s inzulínovou rezistencí byla zjištěna v kosterním svalu lidí i hlodavců 
konzumujících dietu s vysokým obsahem tuku (Ellis et al., 2000). Není jasné, jak přesně 
LCFA-CoA ovlivňují inzulínovou signalizaci. Potenciální mechanizmus mohou naznačovat 
zvýšené hladiny LCFA-CoA v myocytech zároveň s aktivací izoforem PKC (Yu et al., 
2002). LCFA-CoA jsou prekurzory ceramidů i DAG, a tak je možné, že na inzulínovou 
signalizaci působí nepřímo (obrázek 5).  
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Prozánětlivé cytokiny sekretované tukovou tkání také velmi významně působí na 
inzulínovou signalizaci. U obézních jedinců jsou hladiny TNFα významně zvýšeny. Infuze 
TNFα zhoršila uptake glukózy v kosterních svalech potkanů in vivo (Zhang et al., 2003) i in 
vitro. TNFα také aktivuje serin/threoninové kinázy, které se na narušení inzulínové 
signalizace také mohou podílet. Působením TNFα in vitro došlo v myocytech k aktivaci 
p38 mitogeny aktivované protein kinázy (p38 MAPK), c-Jun N-terminální kinázy (JNK) a 
kinázy inhibitoru κB (IKK). Tyto kinázy mohou fosforylovat Ser
307
 na IRS-1 a snížit tak 
efektivitu přenosu inzulínového signálu (de Alvaro et al., 2004).  
 
Obr.5 Mechanizmy narušení inzulínové signalizace lipidovými metabolity a 
zánětlivými cytokiny v kosterním svalu   







2.3.5. Inzulínová rezistence v játrech 
 Játra jsou orgánem zodpovědným za kontrolu energetické homeostázy organizmu. 
Přes portální žílu jsou přímo propojena s viscerální tukovou tkání a jsou vystavena 
množství cytokinů, biologicky aktivních látek a lipidů, sekretovaných touto tkání.  V 
játrech inzulín stimuluje syntézu glykogenu a inhibuje glukoneogenezi. Neschopnost jater 
reagovat adekvátně na inzulín a inhibovat glukoneogenezi přímo předchází rozvoji 
inzulínové rezistence ve svalu a následně diabetu. S jaterní inzulínovou rezistencí je úzce 
spojeno také ukládání ektopického tuku v játrech (steatóza);(Takamura et al., 2008).  
 Inzulínová rezistence v játrech je stejně jako v kosterním svalu navozena 
hromaděním lipidových metabolitů jako jsou ceramidy a DAG. V inzulín-rezistentních 
játrech inzulín nedostatečně inhibuje lipolýzu. Ta stále probíhá a přispívá ke zvýšenému 
příjmu mastných kyselin do hepatocytů. Zvýšený vstup mastných kyselin a zhoršená 
kapacita je oxidovat vede ke zvýšení hladiny zejména diacylglycerolu v cytoplazmě.  
Přenašeč mastných kyselin přes cytoplazmatickou membránu FAT/CD36 je ve zdravých 
játrech exprimován jen málo, v játrech obézního jedince je ale jeho exprese zvýšená a 
přímo koreluje s obsahem TAG v játrech (Greco et al., 2008). Inzulín stimuluje v játrech de 
novo lipogenezi a to i pokud jsou k inzulínu rezistentní. Transkripční faktor SREBP-1c 
ovlivňující expresi lipogenních genů, je v inzulín-rezistentních hepatocytech vysoce 
upregulován a přispívá tak k hromadění lipidů a jejich metabolitů (Shimomura et al., 1999). 
V důsledku zvýšení množství DAG v cytoplazmě je aktivována atypická PKC izoformy ε. 
Ta se váže na inzulínový receptor a inhibuje jeho tyrosin-kinázovou aktivitu. Přímo tak 
inhibuje přenos inzulínového signálu (Samuel et al., 2007).  
 Rozvoj inzulínové rezistence v játrech je úzce spjat s vysokou hladinou reaktivních 
kyslíkových radikálů (obrázek 6). V důsledku zvýšené dodávky substrátu do mitochodrií 
dojde ke zvýšení exprese enzymů respiračního řetězce, narozdíl od kosterního svalu, kde 
byla exprese těchto enzymů snížena (Takamura et al., 2008). Mitochondriální respirační 
řetězec je kromě tvorby ATP také zdrojem reaktivních kyslíkových radikálů (ROS). 
Elektrony, které jím prochází, mohou uniknout z dráhy a přímo redukovat molekuly 
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kyslíku. Zvýšená dodávka substrátu tak vede ke zvýšené tvorbě ROS. Zvýšená hladina 
ROS aktivuje stresem indukovanou kinázu JNK. Tato kináza pak ruší inzulínovou 
signalizaci prostřednictvím fosforylace IRS na serinu a spouští glukoneogenezi. Pro takto 
spuštěnou glukoneogenezi jsou jako substráty použity meziprodukty citrátového cyklu, 
získané z glykolýzy. Inzulín tak není schopen inhibovat glukoneogenezi, ale stále aktivuje 
lipogenezi (Nakamura et al., 2009).   
 Export lipidů z jater probíhá formou sekrece částic VLDL.  Inzulín ve zdravých 
játrech snižuje sekreci VLDL partikulí inhibicí transkripce MTP (microsomal triglyceride 
transfer protein), proteinu nutného pro dokončení syntézy lipoproteinové částice. Při 
inzulínové rezistenci je signalizace vedoucí k inhibici exprese proteinu MTP narušena a v 
důsledku toho je export VLDL trvale zvýšený. I přes zvýšený export TAG z jater buňky 
nestačí kompenzovat jejich zvýšenou syntézu a tento mechanizmus také přispívá k 
hromadění lipidů v játrech a rozvoji steatózy (Choi et al., 2011).  
 
Obr. 6: Inzulínová rezistence v játrech   
(přepracováno dle Takamura et al., 2012) 
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2.3.6. Inzulínová rezistence v tukové tkáni 
  V průběhu hladovění využívají tkáně jako energetický substrát mastné kyseliny. Ty 
jsou uvolňovány tukovou tkání po stimulaci glukagonem a adrenalinem prostřednictvím 
hormon sensitivní lipázy (HSL). Postprandiálně je HSL v adipocytech rychle inhibována 
inzulínem (Strålfors et al., 1989) a je stimulována de novo lipogeneze (Haystead et al., 
1986). Sníží se tak míra lipolýzy a následně hladina volných mastných kyselin v plazmě. V 
inzulín-rezistentních adipocytech není lipolýza inzulínem efektivně inhibována v důsledku 
narušení inzulínové signalizace a de novo lipogeneze je také inhibována. Zvýší se tak 
hladiny volných mastných kyselin v plazmě. V tukové tkáni obézních jedinců je zvýšena 
produkce ROS a oxidativní stres. Ten přímo předchází zvýšení hladin TNFα v plazmě 
(Matsuzawa-Nagata et al., 2008). Také bylo prokázáno, že TNFα zvyšuje aktivitu HSL v 
adipocytech. To také přispívá ke zvýšeným hladinám volných mastných kyselin a jejich 




2.4. Diabetes  
 Diabetes je onemocnění, které se projevuje vysokou hladinou cukru v krvi. Příčinou 
tohoto stavu může být nedostatečná produkce inzulínu pankreatem nebo neschopnost tkání 
na inzulín reagovat. Prevalence diabetu 2. typu celosvětově prudce narůstá a v některých 
zemích jím trpí více než 12% dospělé populace (obrázek 7).  
 Diabetes 1. typu je autoimunitní nemoc, která nebývá spojena s obezitou. Rozvine 
se u pacientů s genetickou predispozicí. V důsledku neadekvátní imunitní reakce jsou 
zničeny β-buňky pankreatu a už nejsou dále schopné sekretovat inzulín. U pacientů s 
T1DM je jedinou možností léčby inzulínová substituce a z celkového počtu diabetiků tvoří 
pouze 10%. Příčinou vzniku diabetu 2. typu není dysfunkce β-buněk tu jako u diabetu 1. 
typu, ale rozvoj inzulínové rezistence. Přímý vztah mezi inzulínovou rezistencí a diabetem 
2. typu byl prokázán a přispěla k němu tato pozorování: a) u pacientů s diabetem 2. typu se 
vždy vyskytuje inzulínová rezistence; b) potomci diabetiků 2. typu jsou také rezistentní k 
inzulínu; c) inzulínová rezistence je spolehlivým markerem budoucího rozvoje diabetu; d) 
diabetu se dá předcházet užíváním přípravků zvyšujíích inzulínovou citlivost (Savage at al., 
2007). Při pokročilejší inzulínové rezistenci zvýšená sekrece inzulínu nestačí kompenzovat 
poruchy v inzulínové signalizaci a hladina glukózy se zvyšuje. Diabetes mellitus 2. typu je 
diagnostikován na základě parametrů glukózové tolerance, jako hladina glukózy nalačno a 
po podání dávky glukózy nebo hladina glykovaného hemoglobinu. Dlouhodobě vysoké 
koncentrace glukózy v krvi β-buňky poškodí, ty už nejsou dále schopny sekretovat inzulín 
a dále přispívají k patofyziologii diabetu. U diabetiků se rozvíjí hyperglykémie 
postpradniálně, kdy inzulín není schopen stimulovat vstup glukózy do buněk, ale také 
nalačno, kdy nedochází k dostatečné inhibici glukoneogeneze v játrech. Komplikace 
diabetu 2. typu jsou zejména  dislipidémie, vysoký krevní tlak, poškození ledvin a očí, 
neurologické komplikace a atherogeneze. Největší riziko představují pro diabetiky zejména 




Obr.7: Výskyt diabetu 2. typu v jednotlivých zemích světa v % populace mezi 20-69 lety 
(www.idf.org) 
2.4.1. Léčba diabetu 
 Hlavním cílem při léčbě diabetu je ochránit pacienta před dlouhodobými 
komplikacemi. Vzhledem k tomu, že přímou příčinou rozvoje diabetu 2. typu je inzulínová 
rezistence, je léčba cílena především na zvýšení inzulínové citlivosti jednotlivých tkání. 
První fází v prevenci a léčbě diabetu je především úprava životního stylu, později v 
kombinaci s vhodnými preparáty (obrázek 8).  
Metformin 
 Metformin je lékem první volby u obézních diabetiků. Patří do skupiny léčiv 
s názvem biguanidy a nyní je jediným biguanidem na trhu. Působí zejména na játra a 
kosterní sval. Metformin je vhodný k léčbě diabetu, protože zvyšuje citlivost k inzulínu a 
snižuje riziko kardiovaskulárních komplikací. Je oblíben pro minimum závažných 
vedlejších účinků a nevyvolává vzestup hmotnosti. Metforminu je věnována celá 





 Thiazolidindiony (TZD) jsou  ligandy receptorů aktivovaných proliferátory 
peroxisomů (PPAR). Existují 3 izoformy PPAR: PPARα, PPAR β/δ a PPAR γ. 
Thiazolidindiony jsou agonisty PPARγ, které jsou exprimovány hlavně v tukové tkáni. 
TZD stimulují diferenciaci adipocytů, utilizaci mastných kyselin a podporují  ukládání tuků 
v subkutánních ložiscích na úkor ukládání do viscerálního tukového depa. Snižují tak 
hladinu volných  mastných kyselin v plazmě a působí proti ukládání ektopického tuku. 
TZD stimulují sekreci adiponektinu z tukové tkáně. Adiponektin snižuje sekreci TNFα 
makrofágy a tím působí protizánětlivě. Mezi vedlejší účinky těchto preparátů patří hlavně 
nabývání na váze a zadržování vody v těle. Jediným dnes používaným preprátem z řady 
TZD je pioglitazon (Stumvoll et al., 2005).   
Inkretiny 
 Inkretiny jsou hormony produkované enterokrinními buňkami střeva. Jedná se o  
peptid podobný glukagonu-1 (GLP-1) a glukózo-dependentní inzulínotropický polypeptid 
(GIP).  Jejich sekrece je stimulována příjmem potravy a jejím průchodem střevem. 
Inkretiny stimulují sekreci inzulínu a  tak působí na metabolizmus velmi příznivě. Inkretiny 
jsou během několika minut po sekreci inaktivovány enzymem dipeptidyl peptidázou 4 
(DPP-4), proto byly vyvinuty analogy GLP-1 rezistentní k DPP-4 a také inhibitory DPP-4. 
Tyto přípravky jsou v současné době doporučovány, pokud samotný metformin nedokáže 
udržet stálou glykémii. Inkretiny jsou velmi dobře tolerovány a mají jen velmi málo 
závažných vedlejších účinků (Garber et al., 2013).  
Deriváty sulfonylurey  
 Preparáty na bázi sulfonylurey posilují sekreci inzulínu. Účinkují prostřednictvím 
uzavření draslíkových kanálů na plazmatické membráně β buněk pankreatu. To pak vede k 
depolarizaci membrány a následnému vylití inzulínu. Sulfonylurey účinkují nezávisle na 
hladině inzulínu v plazmě, proto při jejich užívání hrozí rozvoj hypoglykémie (Stumvoll et 
al., 2005).  
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Exogenní inzulín  
Udržení hladiny inzulínu je důležité pro zachování účinků metforminu a TZD, které 
bez dostatečné hladiny inzulínu nejsou efektivní. Samotný inzulín pouze nahrazuje 
nedostatečnou funkci pankreatu, ale nepřispívá k léčbě ani zpomalení rozvoje nemoci. 
Inzulínové injekce je vhodné kombinovat s metforminem, pokud samotný metformin ztrácí 
na účinnosti. Kombinace s TZD je v mnoha zemích Evropy zakázána, protože nese zvýšené 
riziko otoků a srdečního selhání (Stumvoll et al., 2005) .  
 
Obr. 8: Preparáty k léčbě diabetu a jejich účinky  




2.5. Metformin   
 Metformin (1,1-dimethyl biguanid) je celosvětově nejvíce předepisovaným lékem 
pro pacienty s diabetem 2. typu. Biguanidy jsou deriváty guanidinu, jež se nachází 
v extraktech z rostliny Galega officinallis, česky Jestřabina lékařská. Tato rostlina se 
používala už ve středověku na léčbu potíží, které dnes můžeme považovat za symptomy 
metabolického syndromu. Syntetické biguanidy byly syntetizovány a zkoumány ve 30. 
letech 20. století a metformin, dokonce pod svým současným jménem Glucophage, byl 
uveden na trh už v roce 1957 (Bailey a Day, 2004). V současné době je metformin 
předepsán více než 120 milionům lidí na celém světě. Jeho hlavním příznivým účinkem je 
schopnost zvyšovat citlivost tkání k inzulínu bez současného zvýšení inzulínové sekrece. 
Tím snižuje míru inzulínové rezistence a brání rozvoji hyperinzulinémie. Je oblíben pro 
svou schopnost snižovat glykémii diabetických pacientů bez rizika rozvoje hypoglykémie a 
zlepšuje lipidový metabolizmus.   
 Metformin působí na různé tkáně, nejdůležitější je však jeho působení na játra a 
kosterní svalstvo. Metformin v játrech inhibuje glukoneogenezi a lipogenezi, sekreci VLDL 
částic a zvyšuje oxidaci mastných kyselin, tím snižuje podíl lipidů v játrech a působí proti 
rozvoji jaterní steatózy. V kosterním svalu metformin zvyšuje citlivost k inzulínu a 
stimuluje vychytávání glukózy (Bosi, 2009). Byly také prokázány příznivé účinky 
metforminu na kardiovaskulární systém, a to jak preventivní, tak po navození ischemie 
(UKPDS Group, 1998; Yin et al., 2011). V současné době také bylo prokázáno, že 
metformin snižuje riziko rozvoje některých druhů rakoviny a syndromu polycystických 
ovárií (Tang et al., 2010; Evans et al., 2005).  
 





 Při podávání metforminu se ojediněle vyskytují i vedlejší nežádoucí účinky. 
V porovnání s jinými preparáty jsou ale méně závažného charakteru. Jedná se hlavně o 
poruchy zažívacího systému, např. nevolnost, bolest břicha či ztráta chuti k jídlu. Tyto 
příznaky jsou podmíněny dávkou a mohou být zmírněny jejím pozvolným navyšováním. 
Závažným vedlejším účinkem je laktátová acidóza, která častěji postihovala pacienty 
léčené dnes již nepovoleným biguanidem, fenforminem. Laktátová acidóza má vysokou 
mortalitu 30-50%, ale při vyloučení pacientů s kontraidikačním stavem (pokročilá renální 
insuficience, těžké srdeční selhání, porucha funkce jater) je riziko jejího rozvoje velmi 
nízké (Bosi, 2009).  
 V důsledku působení metforminu v mitochondriích dochází k poklesu poměru 
ATP/AMP v buňce. Tento pokles stimuluje v buňkách glykolýzu a metformin blokuje 
vstup laktátu do glukoneogeneze. Následkem dochází ke zvýšení hladiny laktátu v krvi. Za 
běžných podmínek je laktát zlikvidován tkáněmi schopnými ho oxidovat, což jsou zejména 
srdce a játra. Pokud je inhibice komplexu I nadměrná, může dojít k rozvoji laktátové 
acidózy, která je možným závažným vedlejším účinkem léčby biguanidy. Jak už bylo dříve 
uvedeno, riziko rozvoje je ale u metforminu relativně nízké. Významně vyšší riziko 
představovalo užívání dnes již nepoužívaného přípravku fenforminu, příbuzného 
metforminu. Metformin je lipofilní molekula nesoucí kladný náboj. Je schopna pomalu 
prostupovat mitochondriální membránou a hromadí se uvnitř mitochondrie.  Pokud jeho 
koncentrace v matrix mitochondrie vzroste, následkem zvýšení inhibice respiračního 
řetězce klesne membránový potenciál a to zabrání jeho další akumulaci. Fenformin je 
narozdíl od metforminu lipofilnější a hydrofobnější. Jeho transport není zpětnovazebně 
inhibován, takže jeho působení na respirační řetězec je rychlejší a intenzivnější, což často 




2.5.1. Metformin a AMPK  
Metformin je všeobecně považován za aktivátor AMPK. Aktivace AMPK je 
pravděpodobně důsledkem působení metforminu na mitochondrie. To bylo prokázáno v 
dvěma nezávisle na sobě pracujícími skupinami. Tyto studie ukázaly, že metformin mírně 
inhibuje komplex I respiračního řetězce mitochondrií. Mírná inhibice sníží poměr 
ATP/ADP, ADP je poté rozloženo adenylát kinázou na AMP a to se následně podílí na 
aktivaci AMPK (Owen et al., 2000, El-Mir et al., 2000). Dle dalšího navrženého 
mechanizmu metformin neaktivuje AMPK prostřednictvím inhibice respiračního řetězce, 
ale inhibicí enzymu AMP-deaminázy (AMPD). Tento enzym degraduje AMP a je součástí 
purinového cyklu. Jeho inhibice zvyšuje hladinu AMP, díky které pak dojde k aktivaci 
AMPK. Pro tuto hypotézu hovoří fakt, že účinek metforminu zmizel u myší s vyřazeným 
genem pro AMPD. Naproti tomu vyřazení genu pro adenylát kinázu nemělo na účinek 
metforminu žádný efekt (Ouyang et al., 2011).  
 I přes mnoho článků potvrzujících význam AMPK pro účinek metforminu, na 
myším modelu s delecí genu pro jaterní AMPK bylo prokázáno, že pro účinek metforminu 
nejsou AMPK a LKB1 nezbytné. Tyto poznatky ukazují, že existují i jiné mechanizmy, 
jimiž metformin působí na metabolizmus buňky (Foretz et al., 2010).   
2.5.2. Účinek metforminu v kosterním svalu 
  Přestože kosterní svaly zaujímají jen 45% tělesné hmotnosti, na inzulínem 
stimulovaném vychytávání glukózy se podílí až 80% (Ferrannini et al., 1988). Potenciální 
význam účinku metforminu v této tkáni by tedy neměl být opomíjen. Metformin v 
kosterním svalu vyvolává účinky podobné inzulínu, pravděpodobně zvyšením citlivosti 
tkání k tomuto hormonu. Kosterní svaly exprimují přenašeče OCT 1 a OCT 3, které 
zprostředkují vstup metforminu do buněk. Přesný mechanizmus, jakým metformin působí 
na inzulínovou signalizaci, zůstává neobjasněn. Metformin in vitro zvyšuje jak bazální, tak 
inzulínem stimulovaný příjem glukózy (Turban et al., 2012). Množství studií ukazuje, že 
metformin může zvyšovat inzulínovou signalizaci a zvyšovat účinky hormonu působením 
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na členy aktivované v časné fázi signalizace.  Jedná se zejména o zvýšení fosforylace a 
kinázové aktivity IR. Po vystavení svalových buněk metforminu došlo také ke zvýšení 
fosforylace IRS (Kumar et al., 2002; Dominguez et al., 1996). Významnou roli v působení 
metforminu zřejmě hraje atypická protein kináza C (aPKC), jejíž aktivaci in vitro po 
působení metforminu prokázalo několik prací (Turban et al., 2012; Luna et al., 2006). Tato 
kináza je důležitá pro další signalizaci translokace váčků s glukózovými přenašeči. 
 Protein, který by potenciálně mohl zprostředkovat účinky metforminu na utilizaci 
glukózy svalovými buňkami je AMPK. Bylo prokázáno, že aktivace této kinázy zvyšuje 
vychytávání glukózy prostřednictvím zvýšené exprese a translokace váčků s GLUT 4 v 
kosterních svalech potkanů in vitro (Kurth-Kraczek et al., 1999). Tento předpoklad je také 
podpořen pozorováním, že fosforylace AMPK je zvýšena in vivo v kosterních svalech 
diabetiků, kteří užívali metformin (Musi et al., 2002). Na druhé straně u myocytů s 
nefunkční AMPK je efekt metforminu na vychytávání glukózy sice snížen, ale pouze o 
35%, což naznačuje, že významný podíl tvoří i mechanizmy nezávislé na AMPK (Turban 
et al., 2012). Další studie navrhuje, že metformin v buňkách in vitro prostřednictvím 
AMPK zvyšuje expresi proteinu Rab 4 a fosforylaci proteinu AS160, což vede ke zvýšení 
exocytózy s váčky obsahujícími GLUT 4 přenašeče (Lee et al., 2010).  
 Metformin v kosterním svalu také zvyšuje β oxidaci mastných kyselin a to stejným 
způsobem jako v játrech, působením na AMPK a CPT 1. Zvýšená dodávka mastných 
kyselin do mitochondrie umožní jejich zvýšenou degradaci (Consitt et al., 2006). 
 
2.5.3. Účinek metforminu v játrech  
 Účinek metforminu především v játrech je způsoben zvýšenou expresí přenašeče 
organických kationtů 1 (OCT 1) v hepatocytech, který zprostředkuje přenos molekuly 
metforminu přes plazmatickou membránu (Shu et al., 2007).   
 Hlavním účinkem metforminu je snižování jaterní produkce glukózy, která je u 
prediabetických a diabetických pacientů často abnormálně zvýšená. Glukoneogeneze je 
regulována na úrovni exprese glukoneogenních enzymů, aktivity jednotlivých enzymů a 
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dostupnosti substrátů.  
 Předpoklad účasti AMPK při inhibici glukoneogeneze metforminem byl nejdřív 
podpořen nálezem, že u myší s dysfunkční nadřazenou kinázou LKB1 metformin snižuje 
glykémii výrazně méně než u kontrolní skupiny. Usuzovalo se, že dráha LKB1/AMPK 
kontroluje expresi glukoneogenních enzymů prostřednictvím fosforylace proteinu CRTC2 
(CREB-regulated transcription coactivator 2). Nefosforylovaný CRTC2 se translokuje do 
jádra, kde spolu s dalšími proteiny spouští transkripci glukoneogenních genů. Pokud je 
CRTC2 fosforylován AMPK nebo jí příbuznou kinázou na Ser
171
, zůstává v cytoplazmě 
(Shaw et al., 2005). Bylo však prokázáno, že CRTC2 je ve stavu inzulínové rezistence na 
této aminokyselině O-glykozylován. Fosforylace na témže místě je tedy velmi 
nepravděpodobná (Dentin et al., 2008). Možným dalším mechanizmem je fosforylace 
proteinu CBP (CREB-binding protein) a následný rozpad komplexu CREB-CBP-CRTC2, 
který se nachází na promotorech glukoneogenních genů. Fosforylace CBP zahrnuje aktivaci 
AMPK a atypické PKC ι/λ (He et al., 2009). AMPK zvyšuje hladiny proteinu SHP (orphan 
nuclear receptor small heterodimer partner), který brzdí expresi glukoneogenních genů 
působením na komplex CREB-CBP-CRTC2. SHP přímo váže protein CREB a kompetuje 
tak s CRTC2 (Kim et al., 2008).   
 Problematiku mechanizmu inhibice glukoneogeneze metforminem zkomplikoval 
ještě více objev, že metformin účinně snižuje glykémii i u myší s nefunkční jaterní AMPK 
a LKB1. Také hepatocyty s knockoutem AMPK vykazují normální expresi 
glukoneogenních genů a produkci glukózy. Pokud tedy regulace glukoneogeneze neprobíhá 
na úrovni aktivace AMPK a regulaci transkripce vybraných genů, mechanizmus fungování 
metforminu může být zprostředkován snížením jaterního energetického poteciálu a 
zvýšením hladin AMP, které je alosterickým inhibitorem klíčových glukoneogenních 
enzymů, například fruktóza-1,6-bisfosfatázy (Foretz et al. 2010).   
 Další navržený mechanizmus účinku metforminu  na glukoneogenezi je nezávislý 
na AMPK.  Inzulín a glukagon hrají opačné role v kontrole jaterní produkce glukózy. 
Během hladovění je metabolizmus hepatocytu řízen hormonem glukagonem, který 
podporuje glykogenolýzu a glukoneogenezi. Ve stavu inzulínové rezistence jsou hladiny 
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glukagonu zvýšené, proto je potřeba jeho hladiny snížit nebo blokovat jeho signalizaci v 
hepatocytu. Glukagon v buňce spouští adenylát cyklázu, která produkuje cyklické AMP 
(cAMP) a následně stimuluje protein kinázu A (PKA). PKA fosforyluje další proteiny a 
zvyšuje glukoneogenezi. Zvýšená hladina AMP v hepatocytu následkem působení 
metforminu inhibuje adenylát cyklázu, snižuje se množství cAMP, nedochází k signalizaci 
přes PKA a tím dojde k zablokování glukoneogeneze indukované glukagonem (Miller et 
al., 2013). Inkretin GLP-1 účinně snižuje sekreci glukagonu z pankreatu a tím působí 
příznivě na jaterní metabolizmus. Bylo prokázáno, že metformin působí na sekreci 
inkretinů, zejména GLP-1. Metformin při dlouhodobém podávání zvyšuje plazmatické 
hladiny GLP-1 u diabetických a nediabetických pacientů (Manucci et al., 2004). Metformin 
také zvyšuje expresi inkretinového receptoru na β-buňkách pankreatu, je tedy možné, že 
některé efekty metforminu mohou být zprostředkovány zesílením účinků inkretinů (Maida 
et al., 2011). 
Příznivý účinek metforminu na lipidový metabolizmus jater byl prokázán v mnoha studiích. 
Metformin snížil obsah lipidů v játrech u hlodavců krmených vysokotukovou dietou, ale i u 
pacientů v klinických studiích (Lin et al., 2000; Nair et al., 2004). Tento efekt je 
pravděpodobně zprostředkován aktivací AMPK, která zvyšuje oxidaci mastných kyselin a  
snižuje lipogenezi, prostřednictvím mechanizmů, které již byly popsány výše (Zang et al., 
2004). Dále metformin snižuje lipogenezi prostřednictvím inhibice exprese a transkripční 
aktivity SREBP1-c (sterol-regulatory element binding protein 1-c), proteinu řídícího de 
novo lipogenezi (Li et al., 2011). Kromě inhibice lipogeneze metformin inhibuje také 
syntézu cholesterolu a to prostřednictvím inhibice enzymu 3-hydroxy-3-metylglutaryl-
CoA-reduktázy (HMG-CoA reduktáza), který je také inhibován fosforylací AMPK (Henin 
et al., 1995).   
Jen málo publikací se věnuje účinkům metforminu na inzulínovou signalizaci v 
játrech. Na lidských hepatomových buňkách bylo prokázáno, že 30-ti minutová expozice 
buněk metforminu dokáže zvýšit fosforylaci klíčových proteinů inzulínové signalizace. 
Tyrosinová fosforylace inzulínového receptoru byla zvýšena o 78 %, zvýšila se aktivace 
IRS a také translokace váčků GLUT 1 (Gunton et al., 2003). V témže roce se ukázalo, že 
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metformin působí preventivně proti zhoršení inzulínové signalizace navozené 
dlouhodobým působením inzulínu. Po vystavení inzulín-rezistentních buněk metforminu se 
zvýšila fosforylace substrátů inzulínového receptoru a asociace PI3K s IRS (Yuan et al., 
2003). 
Obr.10: Účinky metforminu v játrech.  





2.5.4. Účinek metforminu na tukovou tkáň  
 Stejně jako v kosterním svalu, i v tukové tkáni metformin aktivuje AMPK. Z toho 
vyplývají jeho další účinky na tuto tkáň, jako je zvýšený vstup glukózy a β-oxidace MK. 
Působením metforminu na lidskýé adipocyty in vitro se zvýšil uptake glukózy buňkami a 
exprese přenašečů GLUT 4 (Grisouard et al., 2010). Metformin také zvyšuje expresi a 
fosforylaci proteinů Cap a Cbl, které se přímo účastní regulace exocytózy váčků s 
glukózovými přenašeči na plazmatickou membránu (Lee et al., 2012). Bylo také 
prokázáno, že metformin zabraňuje rozvoji inzulínové rezistence v adipocytech 
vystavených hyperinzulinémii (Pryor et al., 2000).  Prostřednictvím utlumení exprese 
lipogenních enzymů a transkripčních faktorů nutných pro adipogenezi metformin snižuje 
lipogenezi (Alexandre et al., 2008). Metforminem aktivovaná AMPK také zvyšuje míru 
lipolýzy a β-oxidace, což snižuje obsah TAG v buňkách a jejich celkovou velikost. Zvýšení 
degradace mastných kyselin by také vysvětlovalo, proč dojde ke snížení uvolňování 




2.6. n-3 polynenasycené mastné kyseliny  
 Nejen množství, ale i druh tuků přijímaných v potravě hraje zásadní roli při rozvoji 
metabolického syndromu. Velmi příznivé účinky na metabolizmus má příjem 
polynenasycených mastných kyselin řady n-3 (n-3 PUFA, omega-3). n-3 PUFA jsou 
esenciální mastné kyseliny, které nemohou být syntetizovány organizmem. Kyseliny 
eikosapentaenová (EPA 20:5 n-3) a dokosahexaenová (DHA 22:6 n-3) jsou syntetizovány 
mořským fytoplanktonem a díky potravnímu řetězci se dostávají do mořských ryb a jiných 
živočichů. DHA je nezbytná pro funkci buněčných membrán a správnou funkci oční 
sítnice.  Rostlinného původu je kyselina α-linolenová (ALA), která je prekurzorem pro 
syntézu EPA a DHA. Účinnost syntézy je velmi nízká, proto je nutné tyto mastné kysliny 
přijímat v potravě. Nejlepším zdrojem n-3 PUFA jsou tučné mořské ryby jako tuňák, 
sardinky, makrela nebo losos.   
 Příjem n-3   PUFA   v   potravě   snižuje   rizika kardiovaskulárních onemocnění.   
n-3 PUFA působí protizánětlivě a u laboratorních zvířat mají významný antiobezogenní 
efekt. U populací konzumujících velké množství tučných mořských ryb je prevalence 
kardiovaskulárních onemocnění výrazně nižší než u ostatních skupin obyvatel (Kagawa et 
al., 1982). Podávání n-3 PUFA vedlo u lidí i pokusných zvířat ke snížení hladiny TAG a 
celkového cholesterolu v krvi a zvýšení hladiny lipoproteinu s vysokou hustotou - HDL 
cholesterolu (Lombardo a Chicco., 2006). U lidí zatím nebylo jasně prokázáno, zda n-3 
PUFA mohou působit preventivně proti zhrošení inzulínové citlivosti a rozvoji diabetu 
2.typu (Riserus et al., 2009).  
 PUFA jsou významnou složkou membránových fosfolipidů. Působením fosfolipázy 
A2 jsou mastné kyseliny uvolněny z fosfolipidu a přeměněny na aktivní metabolity, které 
se podílí na protizánětlivém působení EPA a DHA (Flachs et al., 2009). Protizánětlivé 
účinky n-3 PUFA byly zpočátku připisovány snížení míry syntézy prozánětlivých 
eikosanoidů, derivátů kyseliny arachidonové, jejichž substrátem jsou n-6 PUFA. 
V posledních letech se ale ukazuje, že za příznivými účinky n-3 PUFA mohou stát nové 
biologicky aktivní lipidové mediátory protektiny a resolviny (González-Périz et al., 2009).  
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Působením n-3 PUFA se také zvýšila  sekrece adiponektinu z tukové tkáně a citlivost 
periferních tkání k inzulínu (Tishinsky et al., 2012).    
2.6.1. n-3 PUFA a kosterní sval 
 n-3 PUFA zvyšují inzulínovou citlivost kosterního svalu nepřímo - zvýšením 
sekrece adiponektinu, ale i přímým působením. Zvyšují expresi AMPK, která podporuje 
utilizaci glukózy zvýšením translokace váčků s GLUT 4 na membránu (Motawi et al., 
2009). AMPK také zvyšuje oxidaci mastných kyselin (Lam et al., 2011). Lipidové složení 
plazmatické membrány je ovlivněno charakterem lipidů přijímaných v potravě. Přidáním  
n-3 PUFA do potravy se zvýšil podíl nenasycených mastných kyselin ve fosfolipidech 
sarkolemy – plazmatické membrány svalových buněk. Vyšší podíl nenasycených mastných 
kyselin zvýšil fluiditu membrány buněk kosterního svalstva. S vyšší fluiditou membrány se 
zvýšil i počet inzulínových receptorů a inzulínová signalizace (Martín de Santa Olalla et 
al., 2009).  EPA a DHA inhibují expresi Scd1  mRNA. Stearoyl-CoA desaturáza (SCD1) je 
enzym přeměňující nasycené mastné kyseliny na mononenasycené mastné kyseliny. 
Snížená aktivita a míra exprese enzymu SCD1 vede ke zvýšení míry oxidace mastných 
kyselin, zvýšení inzulínové citlivosti a snížení akumulace lipidů v kosterním svalu. Inhibice 
SCD1 vede k utlumení lipogeneze a zvýšené utilizaci glukózy (Poudyal a Brown, 2011). 
EPA zvyšuje příjem glukózy a mastných kyselin přes plazmatickou membránu. Zvýšená 
exprese FAT/CD36, GLUT1 přenašečů a syntéza TAG byla prokázána in vitro na lidských 
myocytech (Aas et al., 2006). Některé jiné studie ale benefiční účinky n-3 PUFA u pacientů 
neprokázaly (Mostad et al., 2006).  
 n-3 PUFA mají prokázaný preventivní potenciál. Podávání n-3 PUFA dokáže u 
hlodavců zabránit zhoršení inzulínem stimulované utilizaci glukózy při příjmu vysokého 
množství nasycených mastných kyselin. Podávání vyššího množství rybího oleje po 4 
týdny dokonce dokázalo zvrátit již zhoršenou utilizaci glukózy po inzulínové stimulaci 
(Tishinsky et al., 2012). Nahrazením n-3 PUFA za n-6 PUFA ve vysokotuké dietě bylo 
docíleno podobné míry aktivace členů inzulínové signální dráhy a obsahu přenašečů 
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GLUT4 jako byly pozorovány u jedinců na standartní dietě. Jedná se zejména o míru 
tyrosinové fosforylace IR a IRS, aktivitu PI3K a obsah přenašečů GLUT-4 (Storlien et al., 
1987). Na rozvoji inzulínové rezistence se významně podílí i zvýšená exprese a aktivace 
PKC θ. Přidáním rybího oleje do vysokocukerné diety byla exprese PKC θ v kosterním 
svalu hlodavců normalizována až na úroveň, která byla pozorována u jedinců na standartní 
dietě.  Podávání rybího oleje také zvrátilo zhoršenou stimulaci syntézy glykogenu a vrátilo 
hladiny volných mastných kyselin do normálních hladin (Lombardo et al., 2007). Už 
nastavená celotělová inzulínová rezistence ale nemůže být suplementací n-3 PUFA 
zvrácena.  
2.6.2.  n-3 PUFA a játra 
 n-3 PUFA významně regulují jaterní genovou expresi. Tyto mastné kyseliny brání 
rozvoji jaterní steatózy a zlepšují citlivost k inzulínu. Exprese genů podílejících se na 
citlivosti tkáně k inzulínu jako PPAR γ, GLUT 4 a IRS byla působením n-3 PUFA zvýšena 
(González-Périz et al., 2009). n-3 PUFA v játrech působí zejména na transkripční faktory 
PPARα a SREBP-1. Tyto faktory mají rozmanité efekty na lipidový a glukózový 
metabolizmus. PPARα snižuje hladinu lipidů v plazmě a zvyšuje mitochondriální beta 
oxidaci. Na hlodavčím modelu jaterní steatózy bylo prokázáno, že agonista PPARα 
zabraňuje rozvoji steatózy a zvrátí již rozvinutou steatózu. n-3 PUFA jsou aktivátory 
PPARα a spouští transkripci genů spojených s lipidovým metabolizmem a oxidací 
mastných kyselin. Prostřednictvím PPARα mohou n-3 PUFA také snižovat hladiny TNF α 
a IL-6 (Stienstra et al., 2007). SREBP-1 ovlivňuje zejména syntézu mastných kyselin. 
V jádře aktivuje transktripci genů zahrnutých v de novo lipogenezi a glykolýze. n-3 PUFA 
snižují podíl SREBP-1 v jádře a tak snižují de novo lipogenezi. Tento efekt byl prokázán in 
vitro i in vivo. Vzhledem k tomu, že lipogeneze v játrech je ve stavu inzulínové rezistence 
trvale zvýšená a přispívá k rozvoji steatózy, je tento účinek vysoce příznivý (Botolin et al., 
2006).   
  Další jaderné receptory ovlivňující jaterní metabolizmus jsou LXR (liver x 
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receptor), FXR (farnesoid x receptor) a HNF 4α (hepatocyte nuclear factor 4 α). LXR 
ovlivňuje transport a metabolizmus mastných kyselin a cholesterolu. Jeho exprese není n-3 
PUFA ovlivněna (Pawar et al., 2003). HNF-4α  hraje důležitou roli produkci lipoproteinů a 
zvyšuje expresi glukokinázy. Jeho exprese je stimulována n-6 PUFA a inhibována n-3 
PUFA (Sampath a Ntambi, 2005). FXR kontroluje syntézu žlučových kyselin a jejich 
export. Také snižuje obsak triacyglycerolů v játrech a to prostřednictvím aktivace PPARα a 
inhibice  SREBP-1. n-3 PUFA jeho expresi zvyšují. Dalším možným mechanizmem 
působení n-3 PUFA je inhibice glykolýzy prostřednictvím utlumení carbohydrate 
regulatory element-binding protein (ChREBP) nebo útlum syntézy mastných kyselin 
prostřednictvím působení na FAS (Davidson, 2006). 
 Existují rozdílné výsledky popisující aktivaci AMPK prostřednictvím n-3 PUFA 
v játrech. Některé práce dokládají aktivaci AMPK v játrech (Suchankova et al., 2005) i 
tukové tkáni (Lorente-Cebrián et al., 2009), jiné žádnou změnu v aktivaci AMPK 
neprokázaly (Dobrzyn et al., 2005). Tyto rozdíly mohou být zapříčiněny rozdílným 
příjmem n-3 PUFA či stavem zvířat. Výsledky Jelenik et al. prokazují aktivaci jaterní 
AMPK podjednotky α2 n-3 PUFA v jaterních extraktech. Podjednotka α2 v játrech je 
zodpovědná za snížení jaterní produkce glukózy a udržování glykémie nalačno. Bylo 
prokázáno že α2 je nezbytná pro zachování účinků n-3 PUFA v játrech na inzulínovou 
citlivost, obsah lipidů v játrech i plazmě a hladinu volných mastných kyselin v plazmě za 
podmínek hyperinzulinemického euglykemického clampu. Akumulace diacylglycerolů 
velmi nepříznivě působí na inzulínovou citlivost buněk a spouští zde kinázy inhibující 
přenos inzulínového signálu. Diacylglyceroly s vyšším podílem nenasycených mastných 
kyselin v molekule jsou efektivnějšími aktivátory PKC než nasycené diaclyglyceroly a tím 
působí velmi nepříznivě na inzulínovou signalizaci. Podávání n-3 PUFA účinně zabránilo 
akumulaci polynenasycených diacylglycerolů v hepatocytech (Jelenik et al., 2010).  
 Příjem n-3 PUFA snížil syntézu prozánětlivých eikosanoidů odvozených od n-6 
PUFA a zvýšil produkci protektinů a resolvinů. Tyto molekuly jsou zodpovědné za zvýšení 
inzulínové citlivosti a zabránění rozvoje steatózy v játrech. Intraperitoneální aplikace 
resolvinu či protektinu vykazovaly stejné účinky jako podávání n-3 PUFA, je tedy 
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pravděpodobné, že na účinku n-3 PUFA v játrech se resolviny a protektiny významně 
podílejí (González-Périz et al., 2009).    
 V důsledku nadměrného příjmu mastných kyselin do jater a jejich zvýšenému 
odbourávání, dochází ke zvýšení oxidativního stresu a tvorby ROS. n-3 PUFA mají 
potenciální ochrannou úlohu proti poškození jaterních tkání kyslíkovými radikály. Snížení 
míry fibrózy jater podáváním EPA bylo úměrné snížení hladiny ROS. EPA také snížila 
nárůst hladiny kyslíkových radikálů a snížila plazmatické hladiny markerů oxidativního 
stresu (Di Minno et al., 2012).  
 2.6.3. n-3 PUFA a tuková tkáň 
 Tuková tkáň je významným místem působení n-3 PUFA. n-3 PUFA u myší 
zpomalují zvětšování viscerální tukové tkáně a inhibují zde proliferaci tukových buněk. 
Tím působí i proti vzniku inzulínové rezistence, jejíž výskyt je s viscerální obezitou úzce 
spojen. Ukazuje se, že n-3 PUFA jsou významnými regulátory transkripce. Jejich 
metabolické efekty jsou zprostředkovány zejména působením na jaderné receptory PPARα, 
PPARδ a PPARγ. n-3 PUFA jsou ligandy těchto receptorů a jejich prostřednictvím 
ovlivňují metabolizmus tukové tkáně. Jedním z cílů n-3 PUFA je PPARγ, který ovlivňuje 
expresi genů přenašečů mastných kyselin, lipogenních genů a genů regulujících 
diferenciaci adipocytů. Aktivace PPARα a PPARδ stimuluje oxidaci mastných kyselin 
v mitochondriích i peroxisomech (Madsen et al., 2005).   
 Účinky n-3 PUFA jsou částečně zprostředkovány také AMPK, kterou n-3 PUFA 
pravděpodobně aktivují (Lorente-Cebrián et al., 2009). EPA a DHA stimulují oxidativní 
metabolizmus a mitochondriální biogenezi aktivací PGC1α (PPARγ koaktivátor α). Tím 
brání vzniku hypertrofických adipocytů a zmenšují ty existující. n-3 PUFA inhibují 
diferenciaci adipocytů a snižují expresi enzymů účastnících se lipogeneze a uvolňování 
mastných kyselin do krevního řečiště. Sníží se tak hladina volných mastných kyselin 
v plazmě a lipotoxicita. Tyto účinky jsou dominantní zejména ve viscerální tukové tkáni 
(Flachs et al., 2005). n-3 PUFA inhibují proliferaci tukových buněk in vivo. Podávání n-3 
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PUFA v dietě vedlo ke snížení jak hypertrofie, tak hyperplázie adipocytů. Menší adipocyty 
jsou více citlivé k inzulínu, méně lipolytické a produkují méně prozánětlivých cytokinů 
(Hensler et al., 2011). n-3 PUFA také ovlivňují expresi GLUT 4 a mohou tak ovlivnit vstup 
glukózy do buněk. Přidání EPA a DHA do vysokotuké diety chrání zvířata před zhoršením 
exprese GLUT 4  při rozvoji inzulínové rezistence (Ruzickova et al., 2004).   
 Inzulínová rezistence a obezita jsou spojeny s poklesem sekrece adiponektinu z 
tukové tkáně.  Nahrazení 15% lipidů v dietě koncentrátem EPA/DHA zabránilo rozvoji 
obezity a inzulínové rezistence a zvýšilo jak sekreci adiponektinu z viscerální tukové tkáně, 
tak jeho plazmatickou hladinu (Flachs et al., 2006). Existující data naznačují, že sekrece 
adiponektinu je stimulována prostřednictvím působení n-3 PUFA na receptory PPARγ, 
které ovlivňují expresi genu pro adiponektin (Iwaki et al., 2003)  
 Hladiny prozánětlivých cytokinů (TNF-α, IL-1 a IL-6) snižujících citlivost tkáně 
k inzulínu byly působením n-3 PUFA sníženy (Mullen et al., 2010). Adipocyty vystavené 
DHA exprimovaly také více protizánětlivého IL-10 v porovnání s kontrolními buňkami. 
Nahrazení části lipidů v dietě n-3 PUFA zabránilo infiltraci makrofágů do tukové tkáně a 
snížilo expresi genů zánětlivých faktorů. Zároveň nedošlo ke snížení množství tuku, což 
dokazuje, že protizánětlivé a antiobezogenní účinky n-3 PUFA jsou na sobě nezávislé 
(Todoric et al., 2006). Protizánětlivé účinky n-3 PUFA mohou být zprostředkovány 
modulací jaderného faktoru κB (NFκB) a PPARγ. PPARγ inhibuje NFκB a oba tyto 
transkripční faktory mohou být ovlivňovány mastnými kyselinami. Expozice tukové tkáně 
nasyceným mastným kyselinám vede k aktivaci Toll like receptoru 4 (TLR4). Nasycené 
mastné kyseliny slouží jako ligandy tohoto receptoru a spouští právě dráhu vedoucí 
k aktivaci NFκB. Bylo prokázáno, že EPA tlumí sekreci prozánětlivých adipokinů jako   
IL-6 a monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1) prostřednictvím inhibice NFκB 




Obr. 11: Účinky n-3 PUFA v tukové tkáni.  









3. Cíle diplomové práce  
        Diplomová práce byla vypracována na Oddělení biologie tukové tkáně  
Fyziologického ústavu AV ČR. Toto oddělení se již dlouhodobě zabývá výzkumem 
potenciálu n-3 PUFA v prevenci a léčbě obezity a inzulínové rezistence na modelu 
myší s dietou indukovanou obezitou. Metformin je lékem první volby u pacientů 
s inzulínovou rezistencí a diabetem 2. typu. Metformin při dlouhodobém užívání 
zlepšuje inzulínovou rezistenci a normalizuje hladiny glukózy. Jeho akutní účinek na 
glukózovou homeostázu je však dosud málo charakterizován. Vzhledem k tomu, že již 
dřív bylo v naší laboratoři prokázáno, že n-3 PUFA mohou potencovat účinek 
antidiabetik (konkrétně thiazolidindionů) (Kuda et al., 2009), byla použita kombinace 
metforminu a n-3 PUFA s cílem snížit dávku léčiva potřebnou pro vyvolání stejného 
efektu.   
Specifické cíle práce byly:   
1. Charakterizovat akutní účinek metforminu na glukózovou homeostázu myší se 
zhoršenou glukózovou tolerancí.  
 
2. Zjistit, zda n-3 PUFA ovlivňují akutní účinek metforminu na glukózovou 
homeostázu.  
 
3. Charakterizovat úlohu AMPK v akutním účinku metforminu a zjistit, zda je 
pro účinek metforminu na glukózovou homeostázu nezbytná α2 podjednotka 
AMPK. 
 
4. Charakterizovat zapojení členů inzulínové signalizační kaskády, jmenovitě 
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akrylamidServa, Německo 
albumin hovězí sérový (BSA)Imresco, USA 
aprotinin ............................................................................................................................... Fluka, ČR 
benzamidin…………………………… ............................................................................Sigma, USA 
bisakrylamid…………………………………………………………................. ...... Serva, Německo 
diethylether............................................................................................................................Penta, ČR 
difosforečnan sodný ......................................................................................................... Lachema,ČR 
disodná sůl kyseliny bicinchoninové (BCA–Na2) .............................................................Sigma, USA 
dithiotreitol (DTT) ............................................................................................................Sigma, USA 
dodecylsulfát sodný (SDS) ............................................................................................ Bio-Rad, USA 
DTT ..................................................................................................................... Invitrogen, Německo 
EDTA ......................................................................................................................... Serva, Německo 
Ethanol ..................................................................................................................................Penta, ČR 
fluorid sodný ................................................................................................................... Lachema, ČR 
glukóza (D-(+)-glukóza .....................................................................................................Sigma, USA 
glycerol..................................................................................................................................Penta, ČR 
glycin .......................................................................................................................... Serva, Německo 
hydrogenuhličitan sodný ...................................................................................... FisherBiotech, USA 
hydroxid sodný ......................................................................................................................Penta, ČR 
chlorid hořečnatý ................................................................................................................ Fluka, USA 
chlorid sodný ............................................................................................................. Merck, Německo 
inhibitor fosfatáz ........................................................................................................ Serva, Německo 
kyslelina chlorovodíková ......................................................................................................Penta, ČR 
Laemmli sample buffer ................................................................................................. Bio-Rad, USA 
Leupeptin ..........................................................................................................................Sigma, USA 
metformin hydrochlorid ............................................................................................ Merck, Německo 
merkaptoethanol ......................................................................................................... Serva, Německo 
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methanol ................................................................................................................................Penta, ČR 
Odyssey blocker ................................................................................................................ Li-cor, USA 
pentahydrát síranu hořečnatého ....................................................................................... Lachema, ČR 
pepstatin ............................................................................................................................Sigma, USA 
peroxodisíran amonný (APS) ............................................................................................Sigma, USA 
phenylmethylsulfonyl fluorid (PMSF) ..............................................................................Sigma, USA 
tetramethylethylenediamin (TEMED ........................................................................... )Bio-Rad, USA 
TGS pufr ....................................................................................................................... Bio-Rad, USA 
Tris ....................................................................................................................................Sigma, USA 
Triton X-100 .............................................................................................................. Serva, Německo 
Trizma báze ........................................................................................................................ Fluka, USA 
Tween ......................................................................................................................... Serva, Německo 
Uhličitan sodný ................................................................................................................ Lachema,ČR 
vinan sodný ..................................................................................................................... Lachema, ČR 
 4.1.2. Přístroje a materiál 
chirurgické nástroje ............................................................................................................. Medin, ČR 
glukometr One touch ultra ........................................................................................... LifeScan, USA 
detekční proužky do glukometru ................................................................................. Life Scan, USA 
pipety rozsahu 0,2 - 1000μl .......................................................................................... Gilson, Francie 
multikanálové pipety .................................................................................................... Gilson, Francie 
centrifuga Universal 320 R ..................................................................................... .Hettich, Německo 
mini centrifuga ................................................................................................................. Labnet, USA 
vortex .......................................................................................................... Scientific Industries, USA 
magnetická míchačka ........................................................................................................... IKA, USA 
váhy ADAM ..................................................................................... Adam Equipment,Velká Británie 
analytické váhy ............................................................................................................. OHAUS, USA 
sonikátor ............................................................................................................... Hielscher, Německo 
třepačka MS3D .................................................................................................................... IKA, USA 
termální box ............................................................................................................... Sanyo, Japonsko 
spektrofotometr Sunrise BASIC Tecan .................................................................... Tecan, Švýcarsko 
aparatura na elektroforézu ............................................................................................. Bio-Rad, USA 
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aparatura na polosuché blotování .................................................................................. Omni-Bio, ČR 
Odyssey IR Imager ............................................................................................................ Li-cor, USA 
Termoblok ............................................................................................................. Biometra, Německo 
pH metr InLab level .................................................................................................. WTW, Německo 



















4.2. Experimentální diety 
 V pokusech byly použity vysokotukové diety HFD (high fat diet) a HFD+F 
vyrobené ve Fyziologickém ústavu AV ČR v.v.i. Obě diety obsahují asi 60% energie 
v tucích. Dieta HFD obsahuje kukuřičný olej, který tvoří převážně n-6 PUFA. V dietě 
HFD+F je 15% lipidové složky nahrazeno koncentrátem EPA a DHA, což jsou n-3 PUFA.   
 
Složení vysokotukové dieta HFD (1 kg): 
◦  400 g standardní diety (Ssniff EF R/M control diet, Ssniff, Německo) 
◦  340 g Sunaru (Hero, Švýcarsko) 
◦  250 g kukuřičného oleje (Oleofarm, Polsko) 
◦    10 g kukuřičného škrobu (Maizena, Česká republika) 
◦ 0,21 g α-tokoferolu (Nutritional Biochemical corporation, USA) 
 
Složení vysokotukové diety s obsahem n-3 polynenasycených mastných kyselin EPA a 
DHA, které tvoří 15% celkové hmotnosti lipidů (HFD+F) (1 kg): 
◦    400 g standardní diety (Ssniff EF R/M control diet, Ssniff, Německo) 
◦    340 g Sunaru (Hero, Švýcarsko) 
◦ 197,5 g kukuřičného oleje (Oleofarm, Polsko) 
◦   52,5 g koncentrátu EPAX 1050 TG (EPAX,  Norsko) 
                (obsahuje 14% EPA a 46% DHA ve formě TAG, 4 mg/g α-tokoferolu) 










Dieta HFD HFD+F 
Energie (MJ/100g) 2,219 2,219 
Metabolizovatelná energie (MJ/100g) 2,075 2,075 
Proteiny (g/100g, %) 13,3 13,3 
Tuk (g/100g, %) 34,5 34,5 
Sacharidy (g/100g, %) 34,9 34,9 
Vláknina (g/100g, %) 2,0 2,0 


























8:0 0.33 0.40 
10:0 0.56 0.59 
12:0 2.15 2.22 
14:0 2.06 2.15 
14:1n-5 0.11 0.11 
16:0 13.68 12.77 
16:1n-9 0.03 0.04 
16:1n-7 0.27 0.40 
18:0 2.97 3.07 
18:1n-9 27.10 23.96 
18:1n-7 0.83 0.85 
18:2n-6 47.63 40.44 
18:3n-6 0.01 0.01 
18:3n-3 1.71 1.65 
18:4n-3 0.05 0.18 
20:0 0.16 0.30 
20:1n-9 0.12 0.31 
20:2n-6 0.06 0.11 
20:3n-6 - 0.02 
20:4n-6 - 0.19 
20:3n-3 - 0.03 
20:4n-3 - 0.09 
20:5n-3 (EPA) - 2.09 
22:0 0.09 0.14 
22:1n-9 - 0.04 
22:4n-6 - 0.03 
22:5n-6 - 0.19 
22:5n-3 - 0.52 
22:6n-3 (DHA) - 7.11 
24:0 0.05 - 
 
    
Sum SFA 22.05 21.64 
Sum MUFA 28.46 25.70 
Sum n-6 PUFA 47.70 40.99 
Sum n-3 PUFA 1.79 11.67 
Tabulka č. 2: Obsah mastných kyselin v experimentálních dietách  
(převzato z Kuda et al., 2009) 




4.3. Práce s laboratorními zvířaty 
Zvířata 
  K experimentům byly použity myši kmene C57BL/6J, náchylné k rozvoji obezity 
indukované dietou. Zvířata byla chována a množena ve zvěřinci Fyziologického ústavu AV 
ČR v.v.i. Základem  kolonie byly chovné páry dovezené z The Jackson Laboratories (Bar 
Harbor, Maine, USA) v roce 1998. 
Experimentální podmínky a manipulace se zvířaty 
 Myši byly chovány ve 22°C s volným přístupem k potravě i vodě. Ve zvěřinci 
probíhal 12-ti hodinový světelný režim (12 hodin světlo/ 12 hodin tma). Než byla zvířata 
nasazena do pokusů, byla krmena standartní dietou (Ssniff EF R/M control diet, Ssniff, 
Německo). Spotřeba diety a hmotnost myší byly měřeny jednou týdně. Pokud byla zvířata 
chována po více kusech, spotřeba diety byla vypočtena podělením celkové spotřeby diety 
za 24 hodin počtem jedinců v kleci. 
Dva experimenty byly provedeny na dospělých samcích chovaných ve standartních 
podmínkách. Třetí experiment byl proveden na dospělých samicích kmene C57BL/6J 
kontrolní nebo s celkovým knockoutem α2 podjednotky AMPK.  
 Uspořádání experimentů 
 Schéma experimentů bylo shodné. Celková doba trvání jednoho experimentu byla 8 
týdnů. Myši byly krmeny vysokotukovou dietou (HFD) po dobu 6 týdnů s cílem vyvolat 
dietou indukovanou obezitu a inzulínovou rezistenci. Poté byla zvířata náhodně rozdělena 
do dvou skupin. Jedné skupině byla dále podávána vysokotuková dieta a druhé skupině 
byla podávána vysokotuková dieta s 15% hmotnostním podílem n-3 polynenasycených 
mastných kyselin EPA a DHA v celkové hmotnosti lipidové složky (HFD+F). Tato 
intervence trvala 2 týdny. Po uplynutí 8 týdnů byla myším orálně podána jednorázová 
dávka metforminu (HFD+M, HFD+F+M) nebo fyziologického roztoku (0,9 % NaCl 
v H2O) (HFD, HFD+F). Množství podaného metforminu se lišilo u jednotlivých pokusů 
(tabulka č ). Třicet minut po podání metforminu nebo placeba zvířata podstoupila orální 
glukózový toleranční test (OGTT) nebo byla usmrcena dislokací krční páteře a co 
nejrychleji jim byly jim odebrány vzorky tkání. 
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Experiment Myší linie Genotyp Pohlaví Dieta 
Dávka              
metforminu 
Odběr tkání / 
OGTT 
1 C57BL/6J wt samci 
HFD; 
HFD+F 400 mg/kg Obojí 
2 C57BL/6J wt samci 
HFD; 
HFD+F 60 mg/kg OGTT 
3 C57BL/6J 
wt;  
α2 AMPK KO samice 
HFD; 
HFD+F 
60 mg/kg,      
30 mg/kg OGTT 
Tabulka č. 3: Přehled provedených experimentů  
4.4. Orální glukózový toleranční test (OGTT) 
 Orální glukózový toleranční test je používán pro diagnostiku inzulínové rezistence a 
diabetu. Tento test odráží fyziologickou reakci organizmu na podání glukózy a hodnotí, jak 
je organizmus schopen se vyrovnat se se změnou hladiny glukózy v krvi. Glukóza je myším 
podána orálně nalačno, přímo do žaludku. Tato aplikace stimuluje výlev GLP-1 a inzulínu. 
Inzulín postupně snižuje hladinu glukózy v krvi. Podle průběhu utilizace glukózy lze pak 
určit míru glukózové tolerance a inzulínové citlivosti daného jedince. 
Roztoky 
• 50% D-glukóza v H2O  
• 0,9% NaCl v H2O 
• roztok metforminu v 0,9% NaCl – koncentrace dle protokolu  
 
Postup 
Myši byly den před měřením v 17:30 zváženy a byla jim odebrána potrava. Pro 
stanovení úbytku hmotnosti přes noc byly ráno opět zváženy, byla jim změřena glykémie 
nalačno (bazální hladina glukózy) a odebrána krev (cca 100 µl) pro následné stanovení 
hladiny inzulínu. Glukometr byl kalibrován dle doporučení výrobce.  
Myši byly náhodně rozděleny do dvou skupin. Jedné skupině byl podán metformin 
dle protokolu a druhé roztok 0,9% NaCl jako placebo. Půl hodiny po podání metforminu 
nebo placeba byl myším podán 50% roztok glukózy v dávce 3g/kg tělesné váhy. Myším 
byla měřena glykémie v časových intervalech 15, 30, 60, 90, 120 a 180 min od podání 
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glukózy. V časovém intervalu 30 minut po podání glukózy byla spolu s měřením odebrána 
krev do kapilár s EDTA. Ta byla poté použita pro stanovení hladiny inzulínu. 
 
Vyhodnocení 
 Vyhodnocení glukózového tolerančního testu zahrnuje porovnání bazální hladiny 
glukózy mezi jednotlivými skupinami a úbytek váhy přes noc. Z hodnot získaných během 
měření v jednotlivých časech byly vyneseny do grafu takzvané glykemické křivky pro 
každou skupinu. Hodnoty získané kalkulací plochy pod křivkami jednotlivých skupin 
(AUC; area under curve) a plochy pod křivkami po odečtení bazálních hladin glukózy 
(inkrementální AUC; Incremental area under curve) jsou dobrými ukazateli inzulínové 
citlivosti a schopnosti jednice utilizovat glukózu.  
 
Odběr tkání 
 Krev byla odebrána do 1,5 ml zkumavky s 5 ul 0,5M EDTA (kyselina 
ethylendiamintetraoctová) z krční tepny a poté byla centrifugována (10  min, 7000  ot/min, 
4°C) s účelem separace krevní plazmy, která byla následně odebrána a zmrazena. 
Vzorky jater a kosterního svalu musculus quadriceps femoris byly odebrány metodou 
freeze clamp, kdy se tkáň stiskne do kleští předem vychlazených v tekutém dusíku. Tato 
metoda zabraňuje v co nejvetší možné míře degradaci a defosforylaci proteinů. Vzorky 
byly zamraženy v tekutém dusíku a následně skladovány při -80°C. 
4.5. Izolace proteinů 
 Pro analýzy intracelulárních proteinů metodou western blot, je nutné rozbít buněčné 
membrány. To lze provést mechanicky (drcením, sonikací) a působením detergentu. K 
získání extraktu se používá extrakční pufr s obsahem inhibitorů fosfatáz a proteáz, který 







50 mM Tris 
1 mM EDTA 
150 mM NaCl 
1 mM benzamidin 
1 mM DTT 
20 mM NaF 
2 mM Na pyrofosfát 
0,4 mM PMSF 
Směs byla filtrována (0,22 µm, Millipore, Německo) a přidány další složky.  
0,2 % Triton X-100 
1 % glycerol 
1 μg/ml aprotinin 
1 μg/ml (15 μM) leupeptin 
1 μg/ml (15 μM) pepstatin 
1 % SERVA fosfatázový inhibitor  
 
  
 Zamražené vzorky tkáně byly drceny v třecí misce spolu s 100 µl extrakčního pufru 
v tekutém dusíku. Poté byl homogenát sonikován (10 cyklů; 50Hz) a následně 
centrifugován 18000 g, 4 °C po dobu 10 minut. Supernatant byl poté přenesen do čisté 
zkumavky. Z této zkumavky byly odebrány alikvoty pro stanovení koncentrace proteinů ve 
vzorku a zbytek byl zamražen v tekutém dusíku. 
 
Stanovení obsahu proteinů ve vzorku metodou BCA  
 Principem metody BCA (zkratka kyseliny bicinchoninové) je schopnost peptidové 
vazby redukovat ionty Cu
2+
 na ionty Cu
+
 v alkalickém prostředí. Cu
+
 následně reaguje s 
kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového produktu s absorpčním maximem 562 nm. 
Míra absorbance vzorku je přímo úměrná množství proteinů ve vzorku. Výsledné hodnoty 





Roztok A : 1 % disodná sůl kyseliny bicinchoninové, 0,4 % NaOH, 2 % Na2CO3, 0,16 % 
vínan disodná sůl, 0,95 % NaHCO3 
Roztok B: 4 % CuSO4.5H2O   
 
 Vzorek extraktu byl naředěn vodou dle tkáně tak, aby předpokládaná výsledná 
hodnota byla v mezích detekce této metody. Vzorek jater byl naředěn 40x a svalu 20x. 
Nejdříve byla do 96 jamkové destičky napipetována kalibrační řada dle schématu (tabulka č 
). Měření každého vzorku probíhalo ve dvou rozdílných koncentracích a celé měření bylo 
provedeno 2x pro získání co nejpřesnějších dat. Reakční směs byla připravena smícháním 
roztoku A a roztoku B v poměru 50:1 a ke každému vzorku bylo přidáno 225 µl této směsi. 
Vzorky byly poté inkubovány 30 min při 37°C. Absorbance vzorků byla změřena na 
spektrofotometru při vlnové délce 562 nm (spektrofotometr Tecan). Jako pozadí reakce 
(blank) byl použit čistý extrakční pufr. Hodnoty obsahu proteinů ve vzorku byly spočteny 



















 H2O (µl) BSA (0,5 mg/ml) 
(µl) (µg) 
1 20 - - 
2 15 5 2,5 
3 10 10 5 
4 5 15 7,5 
5 0 20 10 
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4.6. SDS-gelová elektroforéza 
 Elektroforéza je analytická metoda používaná k separaci proteinů v elektrickém poli 
dle jejich molekulové hmotnosti nebo elektrického náboje. Po připojení aparatury ke zdroji 
napětí se proteiny  pohybují v pórovitém gelu. V případě SDS elektroforézy jsou proteiny 
díky SDS denaturovány a získají všechny stejný povrchový náboj. Rychlost jejich pohybu 
v gelu je tak dána výhradně jejich molekulovou hmotností. Po definovaném čase se 




30% akrylamid mix 
0,2 M akrylamid 
3 mM bisakrylamid 
Vzorkový pufr 
Laemli sample buffer 
β-merkaptoethanol 
ředění 20:1 
Pufr pro elektroforézu (TGS pufr) 
25 mM Tris 
192 mM glycine  
pH 8,3 
 
Složení dělicího 10% SDS - polyakrylamidového gelu (2 gely) 
H2O      4,0 ml 
30% akrylamid mix     3,3 ml 
1.5 M Tris pH 8,8     2,5 ml 
10% SDS      0,1 ml 
10% APS      0,1 ml 
TEMED     0,004 ml 
Složení zaostřovacího 5% SDS – polyakrylamidového gelu (2 gely) 
H2O      2,1 ml 
30% akrylamid mix     0,5 ml 
1.0 M Tris pH 6,8     0,38 ml 
10% SDS      0,03 ml 
10% APS      0,03 ml 





Příprava vzorků na elektroforézu 
 Extrakty byly naředěny vodou do požadované koncentrace a poté doplněny 
vzorkovým pufrem do celkového objemu 20 µl. Celkově bylo nanášeno do každé jamky   
50 µg proteinu jaterní tkáně a 30 µg proteinu z extraktu  kosterního svalu. Vzorky byly 
zvortexovány a denaturovány při 85°C po dobu 10 minut v termobloku. Poté byly 
zchlazeny na ledu, zvortexovány a stočeny.   
 
Postup 
 Po sestavení aparatury pro nalévání gelů, byly připraveny dělící 10% 
polyakrylamidové gely a nality mezi skla. Po jejich ztuhnutí byly převrstveny 
zaostřovacími 5% gely. Po ztuhnutí obou gelů byly gely přeneseny do aparatury pro 
elektroforézu. Pro určení přibližné molekulové hmotnosti proteinů byl použit marker 
(Fermentas, USA) 250-10 kDa. Elektroforéza probíhala cca 30 minut při napětí 60 V a 














4.7. Western blot 
 Western blot je analytická metoda používaná k detekci proteinu specifickými 
protilátkami. Po rozdělení proteinů dle jejich molekulové hmotnosti elektroforézou je 
možné je pomocé elektrického pole přenést na povrch speciální membrány. Tuto membránu 
poté lze inkubovat s protilátkami a kvantifikovat celkové množství hledaného proteinu ve 
vzorku.  
Roztoky: 
Pufr I – anodový 
150 mM Trizma báze  
10% methanol 
 
Pufr II – anodový 
12 mM M Trizma báze 
10% methanol 
Pufr III – katodový   
20 mM Tris 
5 mM glycin 
10% methanol 
roztok TBS-T 
50 mM Tris 
150 mM NaCl 
0,05% Tween 
pH = 7,6 
TBS   
50 mM Tris 
150 mM NaCl 
Blokovací pufr 
1 :1  
Odyssey blocking buffer (Li-Cor, USA) : TBS 
Roztok pro inkubaci s protilátkami  
1,5 ml TBS-T 







 Po ukončení elektroforézy byly gely ekvilibrovány po dobu 15 minut v pufru III. 
PVDF membrána (0,45um; Millipore, USA) byla inkubována v methanolu po dobu 20 
sekund,  poté 2 minuty ve vodě a 5 minut v pufru II. Filtrační papíry (Whatman, UK) byly 
v příslušném počtu ekvilibrovány v pufru I, II nebo III. Po ukončení ekvilibrace gelů byly  
do aparatury pro polosuché blotování na anodu navrstveny papíry, gel a membrána v tomto 
pořadí:   
6x filtrační papír namočený v pufru I 
3x filtrační papír namočený v pufru II 
PVDF membrána 
gel ekvilibrovaný v pufru III 
6 filtračních papírů namočených v pufru III. 
 
 Aparatura byla přiklopena katodou a připojena ke zdroji napětí. Přenos probíhal po 
dobu 1 hodiny při stálém proudu 120 mA v případě přenosu proteinů ze dvou gelů (přenos 
0,8mA /cm
2
) při  laboratorní teplotě.  
 
Inkubace s protilátkami 
Primární protilátky  
 Po skončení přenosu byly membrány opláchnuty v 6 ml TBS 5 minut a poté 
inkubovány v 12 ml blokovacího pufru po dobu 1 h na třepačce při laboratorní teploté. Poté 
byl z každé membrány vyříznut proužek s oblastí odpovídající molekulové hmotnosti 
hledaných proteinů. Tento proužek byl poté inkubován přes noc v roztoku primárních 







Protein Protilátka; výrobce Ředění 
Akt Mouse Anti Pan Akt; R&D systems, UK 1:5000 
p-Akt (Thr
308
) Rabbit Anti Phospho-Akt (Thr
308
); Cell signalling, USA 1:1000 
AMPK Sheep Anti AMPKα1 a Sheep Anti AMPKα2; dar od prof. 





Rabbit Anti Phospho AMPKα (Thr
172
); Cell Signalling, 
USA 
1:1000 
Tabulka č. 5: Přehled použitých primárních protilátek 
Sekundární protilátky 
 Další den byla nenavázaná protilátka opláchnuta opakovaným promýváním proužku 
v  TBS-T 5 x 5 minut na třepačce. Poté následovala inkubace v roztoku s roztokem 
fluorescenčně značených sekundárních protilátek (tabulka 6) po dobu 1 hodiny při 
laboratorní teplotě. Během inkubace se sekundárními protilátkami byly membrány zakryty 
hliníkovou folií za stálého míchání na třepačce. Po inkubaci se sekundárními protilátkami 
byla membrána opět opakovaně opláchnuta TBS-T 5 x 5minut. Následovalo promytí 
membrány po dobu 10 minut v TBS. 
Protilátka; výrobce Ředění 
IgG Goat Anti Mouse ; Invitrogen, USA 1:5000 
IgG Donkey Anti Sheep; Invitrogen, USA 1:5000 
IgG Donkey Anti Rabbit; Rockland, USA 1:5000 
Tabulka č. 6: Přehled použitých sekundárních protilátek 
Detekce 
 Signál sekundární protilátky na membráně byl detekován na skeneru Odyssey (Li-
Cor, USA). Pro detekci byly zvoleny vlnové délky 700 nm a 800 nm, což jsou vlnové 
délky, při kterých jednotlivé značené sekundární protilátky emitují světlo.  Získané snímky 
byly denzitometricky vyhodnoceny v programu AIDA Image Analyzer. Pro získání 




4.8. Statistické vyhodnocení 
Data byla statisticky  zpracována  v programu  SigmaStat  3.5  od  firmy (Systat 
Software, USA).  Byla použita jednocestná ANOVA s Holm Sidak post hoc testem 
(předpoklad normálního rozložení dat). Výsledky jsou udávány jako průměry naměřených 
hodnot a odchylky jako střední chyby průměru (SE). Hladina signifikance byla stanovena 
















5. Výsledky  
5.1. Účinek vysoké dávky metforminu na glukózovou toleranci na pozadí 
diet HFD a HFD+F 
Cílem tohoto pokusu bylo zjistit, jaký má jednorázové orálního podání vysoké 
dávky metforminu účinek na glukózovou toleranci inzulín-rezistentního zvířete a jak 
vysoká dávka metforminu působí na zvířata krmená dietou HFD+F po dobu dvou týdnů.  
5.1.1. Nárůst tělesné hmotnosti 
Pro navození obezity a inzulínové rezistence byly myši krmeny po dobu 6 týdnů  
vysokotukovou dietou HFD.  V 6. týdnu byla zvířata náhodně rozdělena do dvou skupin. 
Jedné skupině byla podávána dieta HFD+F (viz. Kap. 3.2. Experimentální diety). Druhá 
skupina myší byla nadále krmena HFD. Tato dietní intervence trvala 2 týdny. Hmotnost 
myší byla sledována od 5. týdne konzumace HFD. Obě vysokotukové diety zvýšily 
tělesnou hmotnost jedinců a mezi skupinami nebyly žádné rozdíly v tělesné hmotnosti  
(graf 1). Průměrný hmotnostní přírůstek skupiny HFD za 4 týdny,  po které byla měřena 
tělesná hmotnost, byl 2,27 g a hmotnostní přírůstek skupiny HFD+F byl 2,02 g. Příjem 
potravy se během experimentu mezi skupinami nelišil.  
Graf. 1: Průběh nárůstu tělesné hmotnosti během posledních 4 týdnů pokusu. n=64, průměr 




















Nasazení diety HFD+F 
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5.1.2. Glukózový toleranční test  
Glukózový toleranční test (GTT) byl proveden po 8-mi týdnech krmení 
experimentálními dietami. Myším byla změřena glykémi nalačno a poté byly rozděleny do 
dvou skupin, z nichž jedna dostala dávku metforminu (400 mg/kg) a druhá pouze placebo.  
Po 30-ti minutách byl proveden GTT. Z grafů 2 a 3 je patrné, že před vstupem do testu se 
hmotnost jednotlivých skupin nelišila (graf  2). Statisticky významné rozdíly nebyly ani 
v bazální hladině glukózy (graf  3). Z průběhu glykémie během glukózového tolerančního 
testu (graf  4) jsou patrné rozdíly mezi skupinami, dle toho, zda jim byl podán metformin 
nebo placebo. Podání  vysoké dávky (400 mg/kg) metforminu  30 minut před podáním 
glukózy signifikantně snížilo glykémii ve 30., 45. a 60. minutě a to u myší krmených HFD i 
HFD+F. Samotné podávání diety HFD+F  2 týdny před testem také signifikantně snížilo 
glykémii ve  45. a 60. minutě, ale ne v takové míře jako metformin.  
Míru inzulínové rezistence je možné vyjádřit také jako inkrementální nebo celkovou 
plochu pod křivkou (area under curve – AUC) sestavenou z hodnot glykémie získaných 
během glukózového tolerančního testu. Podání vysoké dávky (400 mg/kg) metforminu 30 
minut před podáním glukózy signifikantně snížilo inkrementální (graf 5) i celkovou (graf 6) 
AUC u skupiny HFD i HFD+F a to na podobnou hladinu. Mezi skupinami HFD+F a HFD 
po aplikaci vysoké dávky metforminu nebyly statisticky významné rozdíly. Konzumace 
HFD+F po dobu 2 týdnů před testem také signifikantně snížila inkrementální i celkovou  




Graf 2: Hmotnost myší před začátkem testu GTT. n=6, průměr ± SE. 














































Graf 4: Glykémie v průběhu GTT 30 minut po vysoké dávce metforminu. n= 6, průměr ± 
SE. Statistická analýza: a se signifikantně liší od HFD, p≤0,05; b se signifikantně liší od 
HFD+F,  p≤0,05.  
Graf 5: Inkrementální AUC po gaváži vysoké dávky metforminu (400 mg/kg). n= 6, průměr 
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Graf č. 6: Celková AUC po gaváži vysoké dávky metforminu (400 mg/kg). n= 6, průměr ± 
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5.2. Účinek nízké dávky metforminu na glukózovou toleranci na pozadí 
diet HFD a HFD+F 
Cílem bylo zjistit, jaký má jednorázové orálního podání nízké dávky metforminu 
účinek na glukózovou toleranci inzulín-rezistentního zvířete a jak se na glukózové toleranci 
projeví  krmení dietou HFD+F po dobu dvou týdnů v kombinaci s jednorázovou nízkou 
dávkou metforminu.  
5.2.1. Nárůst tělesné hmotnosti 
Nárůst tělesné hmotnosti zobrazuje graf 7. Hmotnost byla měřena od 1. týdne 
experimentu. Skupina krmená HFD zvýšila svou hmotnost průměrně o 4,66 g a skupina 
krmená HFD+F o 3,18 g.  Po nasazení skupiny HFD+F na experimentální dietu v 6. týdnu 
se hmotnost obou skupin zvyšovala bez signifikantních rozdílů.  
 




























5.2.2. Spotřeba diety 
Spotřeba diety byla měřena po celou dobu trvání pokusu (graf 8). Sloupce 
znázorňují průměrnou spotřebu diety jedné myši za 24 hodin. V 8. týdnu spotřeba měřena 
nebyla, protože byl prováděn GTT. Spotřeba diety, stejně jako tělesná hmotnost, se snížila 
ve 3. týdnu experimentu pravděpodobně v důsledku  stresu z hluku stavebních prací 
probíhajících v okolí zvěřince. Toto snížení konzumace diety odpovídá sníženému nárůstu 
hmotnosti ve 3. týdnu. Po nasazení poloviny myší na dietu HFD+F nebyly mezi skupinami 
prokázány statisticky významné rozdíly. Dva týdny jsou také poměrně krátká doba k 
ustálení míry konzumace nově podané diety.  
 




























5.2.3. Glukózový toleranční test  
Po 8-mi týdnech krmení experimentálními dietami všech 24 zvířat podstoupilo 
GTT. Před začátkem testu byla stejně jako u předchozího pokusu změřena hmotnost myší a  
glykémie nalačno po celonočním hladovění. Poté jim byla podána nízká dávka metforminu 
(60 mg/kg) nebo placebo a 30 minut poté proběhl GTT. Myši vstupovaly do testu s velmi 
podobnou hmotností bez signifikantních rozdílů (graf  9). Bazální hladina glukózy se před 
začátkem glukózového tolerančního testu mezi skupinami také signifikantně nelišila (graf 
10). V průběhu hodnot glykémie získaných v průběhu glukózového tolerančního testu jsou 
patrné rozdíly mezi skupinami (graf 11). Podání nízké dávky metforminu (60 mg/kg) 30 
minut před podáním glukózy signifikantně snížilo glykémii v 60. minutě u skupiny 
HFD+F, ale ne u skupiny HFD. Krmení dietou HFD+F po dobu 2 týdnů před testem také 
signifikantně snížilo glykémii v 60. minutě i pokud nebyl podán metformin.    
 Inkrementální plocha pod křivkou, pomocí které lze vyjádřit míru inzulínové 
rezistence, byla signifikantně snížena u skupiny HFD+F, které byl podán metformin 
v porovnání s kontrolní skupinou (graf 12). U skupiny HFD podání metforminu 
nezpůsobilo signifikantní pokles hodnoty inkrementální AUC. Dieta HFD+F snížila 
inkrementální plochu pod křivkou, ale rozdíl nebyl signifikantní.  Mezi celkovými 






Graf 9: Hmotnost myší před začátkem GTT. n=6, průměr ± SE.  
 
 









































































Graf 11: Glykémie v průběhu GTT  30 minut po nízké dávce metforminu (60 mg/kg). n= 6, 
průměr ± SE. a se signifikantně liší od HFD+F+M a HFD+F,  p≤0,05.  
 
Graf 12: Inkrementální AUC 30 minut po podání nízké dávky metforminu (60 mg/kg). n= 6, 
































Graf 13: Celková AUC 30 minut po podání nízké dávky metforminu (60 mg/kg). n= 6, 





































5.3. Účinek nízké dávky metforminu na glukózovou toleranci  myší 
s celotělovým knockoutem α2 podjednotky AMPK. 
Cílem bylo zjistit, jaký má jednorázové orálního podání dvou různých nízkých 
dávek metforminu účinek na glukózovou toleranci inzulín-rezistentního zvířete 
s celotělovým knockoutem α2 podjednotky AMPK. 
 5.3.1. Nárůst tělesné hmotnosti 
Nárůst tělesné hmotnosti zobrazuje graf 14. Hmotnost skupiny HFD se po 8 týdnech 
aplikace diety zvýšila průměrně o 8,91 g. Myši s knockoutem α2 podjednotky AMPK 
vážily po celou dobu experimentu méně a ačkoli se jejich hmotnost při konzumaci diety 
HFD také zvyšovala, už od 5. týdne byla jejich hmotnost signifikantně nižší než hmotnost 
kontrolní skupiny. Jejich průměrný hmotnostní přírůstek za 8 týdnů byl 6,68 g.  Konzumaci 
diety jednotlivých genotypů v průběhu pokusu nebylo možné měřit, protože myši byly 
chovány po víc jedincích různých genotypů  
 



























 5.3.2. Glukózový toleranční test  
Glukózový toleranční test podstoupilo po 8-mi týdnech krmení experimentálními 
dietami všech 50 myší. Myši byly nejprve rozděleny do skupin dle genotypu a dávky 
metforminu nebo placeba tak, aby se jejich hmotnosti lišily co nejméně. Zvířatům byla 
změřena glykémie nalačno po celonočním (cca 15 h) hladovění. Myším poté bylo podáno 
jednorázově placebo nebo metformin v dávce 60 mg/kg (M 60) nebo 30 mg/kg (M 30) a 30 
minut poté podstoupily GTT. Hmotnost myší se před vstupem do testu signifikantně 
nelišila (graf 15). Bazální hladina glukózy se před začátkem GTT signifikantně nelišila 
(graf 16). Glukózový toleranční test byl vyhodnocen prostřednictvím celkové a 
inkrementální AUC. Vzhledem k tomu, že myši skupin KO vykazovaly v průběhu GTT 
vyšší hodnoty než myši kontrolní, byly hodnoty AUC skupin, které dostaly placebo, 
vyjádřeny jako 100% a z těch bylo poté určeno, jakého podílu dosáhla AUC skupin M 30 a 
M 60 (grafy 17 a 18) pro zobrazení, jak metformin působil na glukózovou toleranci. 
Jednorázově podaný metformin v dávce 60 mg/kg signifikantně snížil inkrementální a 
celkovou AUC u skupin KO M60 i WT M60 v porovnání se skupinou KO NaCl. 
Metformin v dávce 30 mg/kg také snížil inkrementální a celkovou AUC, ale rozdíl nebyl 
signifikantní. 
 

























Graf 16:  Hladina glukózy na lačno. n=6, průměr ± SE.  
Graf 17:  Inkrementální AUC. n= 8, průměr ± SE. a se signifikantně liší od skupiny KO 






























































































5.4. Účinek vysoké dávky metforminu a n-3 PUFA na sekreci inzulínu po 
podání glukózy 
Pro zjištění, zda metformin nebo n-3 PUFA zlepšují glukózovou toleranci 
prostřednictvím zvýšení sekrece inzulínu, byla v plazmě odebrané nalačno a v čase 30 
minut stanovena hladina inzulínu metodou radioimunoesej (RIA).  Tyto výsledky jsou 
vyjádřeny jako nárůst hladiny inzulínu 30 minut po podání glukózy. Hladina inzulínu 
v plazmě se 30 minut po podání glukózy zvýšila u všech skupin, a to v podobné míře (graf 
19). Mezi skupinami nebyly statistickou analýzou zjištěny žádné signifikantní rozdíly mezi 
skupinami.  Obě skupiny krmené dietou obohacenou o n-3 PUFA (HFD+F, HFD+F+M) 
však vykazují trend k vyššímu nárůstu hladiny inzulínu po podání glukózy než kontrolní 
skupina (HFD).  
 
 
Graf 19: Rozdíl v hladinách inzulínu nalačno a 30 minut po podání glukózy. n= 6, průměr 



























5.5. Účinek vysoké dávky  metforminu a n-3 PUFA  na aktivitu AMPK 
v játrech a kosterním svalu 
V extraktech z jaterní tkáně byla přímo měřena aktivita izoforem  katalytické  
podjednotky  AMPK (AMPKα1 a AMPKα2) (graf  20).  Stanovení  enzymové  aktivity 
(kinázová esej) AMPK zahrnovalo  enzymovou  reakci,  při  které  proběhla  fosforylace  
uměle nasyntetizovaného  peptidu  prostřednictvím  AMPK. Mezi aktivitou podjednotky 
α1AMPK v játrech 30 minut po podání metforminu nebyly mezi skupinami nalezeny žádné 
rozdíly. Ani aktivita podjednotky α2 AMPK se mezi skupinami statisticky významně 
nelišila. Aktivace AMPK byla měřena v kosterním svalu musculus quadriceps femoris 30 
minut po aplikaci jedné dávky metforminu  prostřednictvím stanovení relativního poměru 
celkového a fosforylovaného množství AMPK metodou western blot (graf 21). 
Jednorázová dávka metforminu (400 mg/kg) nevyvolala signifikantní změnu v aktivaci 
AMPK mezi skupinami.  
 
Graf 20: Aktivita podjednotek α1 a α2 jaterní AMPK 30 minut po podání metforminu. n= 7, 



















Graf 21: Relativní poměr fosforylované a celkové formy AMPK ve vzorcích kosterního 


































5.6. Účinek vysoké dávky  metforminu a diety HFD+F  na aktivitu 
Akt/PKB v játrech a kosterním svalu 
 Metodou western blot byla měřena míra aktivace Akt/PKB v extraktech z jaterní 
tkáně a kosterního svalu quadriceps femoris. Míra aktivace Akt byla získána porovnáním 
množství celkové a fosforylované Akt/PKB na Thr
308
, jehož fosforylace je zásadní pro 
přenos inzulínového signálu. V extraktech jaterní tkáně nebyly po jednorázové aplikaci 
vysoké dávky metforminu zjištěny statisticky významné rozdíly v poměru fosforylované 
formy mezi jednotlivými skupinami (graf 22). Ani v extraktech z kosterního svalu nebyly 
zjištěny signifikantní rozdíly v míře aktivace Akt/PKB po jednorázové aplikaci vysoké  
dávky metforminu (graf 23). 
 
 
Graf č. 22: Relativní poměr fosforylované a celkové Akt/PKB v játrech. Nahoře snímek 

























Graf č. 23: Relativní poměr fosforylované a celkové Akt/PKB v kosterním svalu. Nahoře 



























 Metformin je nejčastěji předepisovaným lékem pacientům s diabetem 2. typu. Tento 
preparát snižuje glykémii prostřednictvím inhibice jaterní glukoneogeneze a zvýšení 
citlivosti kosterního svalu k inzulínu (Bosi, 2009). Do této chvíle bylo provedeno jen málo 
experimentů, zaměřující se na akutní ovlivnění glukózové homeostázy metforminem. 
Metformin je považován za aktivátor AMPK a předpokládá se, že jeho účinky jsou touto 
kinázou zprostředkovány (Zhou et al., 2001). Byly ovšem provedeny i experimenty, které 
prokázaly, že existují i mechanizmy na AMPK nezávislé (Foretz et al., 2010). n-3 PUFA, 
které mají na metabolizmus prediabetického jedince příznivý vliv, působí zejména 
prostřednictvím ovlivnění transkrpičních faktorů v tukové tkáni a játrech (Stienstra et al., 
2007; Madsen et al., 2005), ale také byla potvrzena aktivace  AMPK v některých tkáních 
(Lorente-Cebrián et al., 2009; Suchankova et al., 2005). Cílem této práce bylo 
charakterizovat časné účinky metforminu na glukózovou toleranci v kombinaci 
s podáváním n-3 PUFA u myší se zhoršenou inzulínovou citlivostí.   
 
Uspořádání experimentu 
 V rámci experimentu byly provedeny tři testy glukózové tolerance s použitím 
různých dávek metforminu. V jednom pokusu byl také použit transgenní model 
s celotělovou deficiencí α2 podjednotky AMPK.  Pro experiment byly použity myši 
kmene C57BL/6J. Tento kmen je vhodným modelem, protože je velmi náchylný k rozvoji 
dietou indukované obezity a inzulínové rezistence. Pokud jsou ale myši krmeny standartní 
dietou, žádné patologie se u nich nerozvíjí. V naší laboratoři je tento kmen dobře 
charakterizovaným modelem. V souladu s literaturou (Wang a Liao, 2012) došlo po 6-ti 
týdnech podávání vysokotukové diety u myší ke zhoršení glukózové tolerance a rozvoji 
inzulínové rezistence. Následné dvoutýdenní podávání diety s 15% podílem n-3 PUFA 
(konkrétně EPA a DHA) v celkové lipidové složce (HFD+F) po dobu dvou týdnů bylo 
zvoleno jako krátkodobá dietní intervence, která může zlepšit metabolizmus inzulín-
rezistentního jedince. Bylo prokázáno, že dva týdny podávání této diety stačí navození 
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změn metabolizmu, konkrétně snížení míry chronického zánětu v tukové tkáni (Jilkova et 
al., 2013). V našem pokusu 8 týdnů podávání vysokotukové diety zvýšilo hmotnost myší 
ve všech experimentech. Po nasazení myší na experimentální dietu HFD+F se neprojevily 
v hmotnostech myší ani v konzumaci diety rozdíly. Například v experimentu č. 3 se 
průměrná hmotnost za 8 týdnů konzumace vysokotukové diety zvýšila o 42%. Myši 
s knockoutem α2 podjednotky AMPK na váze přibyly výrazně méně a to o 31%. Rozdíl 
v hmotnosti mohl být způsoben rozdílnou konzumací diety, ale toto není možné ověřit, 
protože myši byly chované v klecích po více jedincích obou  genotypů. Dle publikace, kde 
byly použité stejné myši, se ale konzumace diety HFD mezi kontrolními a α2AMPK KO 
jedinci nelišila (Jelenik et al., 2010).   
 Glukózová tolerance byla testována glukózovým tolerančním testem. Orální 
glukózový toleranční test byl zvolen proto, že představuje nejfyziologičtější cestu vstupu 
glukózy do organizmu. Glukóza je zavedena do žaludku a její postup trávícím traktem 
zahrnuje výlev inkretinů i aktivaci mozkových drah spojených s příjmem potravy. Průběh 
testu tak odráží celkovou  reakci organizmu na podání glukózy. Celonoční hladovění před 
testem indukuje u myší katabolický stav, protože myši konzumují potravu zejména v noci. 
Zásoby glykogenu v játrech jsou tak vyčerpány a zároveň dojde ke snížení variability v 
hodnotách bazální glykémie (Ayala et al., 2010).   
 
Účinek metforminu a n-3 PUFA na glukózovou toleranci  
  Výsledky našich experimentů jasně prokazují, že jednorázové podání vysoké dávky 
metforminu (400mg/kg)  dramaticky zlepšuje glukózovou toleranci 1 hodinu po aplikaci. 
Jednorázově podaná dávka metforminu 30 minut před podáním glukózy signifikantně 
snížila glykémii a to o 40% v 30. minutě, 53% ve 45. minutě, 50% v 60. minutě a 37% 
v 90. minutě. Míra snížení glykémie oproti kontrolní skupině dokonce odpovídá míře 
snížení glykémie, jaká byla pozorována v průběhu OGTT po 9 týdnech chronického 
podávání metforminu v dávce cca 312 mg/kg tělesné váhy/den, která byla konkrétně o 42% 




Skupina HFD+F, které nebyl podán metformin, vykazovala výrazně lepší odpověď 
na dávku glukózy než kontrolní skupina HFD. Ve 45. a 60. minutě byla glykémie snížena 
oproti kontrolní skupině skoro o 30%. To ukazuje, že i pouhé dva týdny podávání diety, 
kde je 15% lipidů nahrazeno koncentrátem n-3 PUFA (konkrétně EPA a DHA) dokáže 
významně zlepšit glukózovou toleranci. n-3 PUFA stimulují výlev adiponektinu, hormonu 
s inzulín-senzitizujícím účinkem, z tukové tkáně (Flachs et al., 2006) a zabraňují zhoršení 
inzulínové signalizace důsledkem rozvoje obezity (Tishinsky et al., 2012). Toto může 
vysvětlovat naše výsledky, kde samotné podávání diety HFD+F významně zlepšilo 
glukózovou toleranci oproti kontrolní skupině. Odpověď organizmu na dávku glukózy 
odráží také hodnoty inkrementální AUC, kde je jasně patrné, že metformin významně 
zlepšil celotělovou glukózovou toleranci. Podání metforminu  u skupin HFD i HFD+F 
snížilo inkrementální AUC a to o 66% resp. 69%. Samotná dieta HFD+F také signifikantně 
snížila inkrementální AUC oproti kontrolní skupině a to o 32 %.  
 Možný účinek n-3 PUFA byl v případě podání vysoké dávky metforminu maskován 
výrazným snížením glykémie metforminem, proto byl proveden test se sníženou dávkou 
metforminu (60 mg/kg). Podání nízké dávky metforminu (60 mg/kg) také snížilo glykémii 
myší v průběhu GTT, signifikantní rozdíl byl prokázán pouze v 60. minutě testu, avšak 
glykémie byla v porovnání s kontrolní skupinou nižší po celou dobu testu. Experiment tak 
ukázal, že metformin zlepšuje glukózovou toleranci v závislosti na dávce i při pouhém 
jednorázovém podání tohoto preparátu.  
  Stejně jako v experimentu s vysokou dávkou metforminu, také v tomto pokuse se 
ukázalo, že podíl n-3 PUFA v dietě dokáže efektivně zlepšovat glukózovou toleranci. 
Signifikantní rozdíl mezi hodnotami AUC byl nalezen pouze mezi skupinami HFD+F+M a 
HFD, což ukazuje, že n-3 PUFA mohou potencovat účinek metforminu na glukózovou 
toleranci. Efekt n-3 PUFA na účinek metforminu nebyl potvrzen jednoznačně, protože mezi 
skupinami, kterým byl podán metformin nebyly nalezeny signifikantní rozdíly. V každém 
testu byl nicméně patrný trend, kdy glykémie či AUC skupiny HFD+F+M byla vždy nižší 
než HFD+M a to průměrně o 5%. Synergistický účinek metforminu a n-3 PUFA by mohl 
spočívat v aktivaci AMPK nebo selektivní kontrole aktivity izoforem PKC. Metformin 
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stimuluje aktivitu aPKC v játrech (Sajan et al., 2013) a PKCθ v kosterním svalu (Turban et 
al., 2012). n-3 PUFA naopak  inhibují aktivaci aPKC v hepatocytech (Neurnberg et al., 
2011) a aktivují PKCθ v kosterním svalu (Lombardo et al., 2007). Vzhledem k tomu, že 
metformin a n-3 PUFA působí na PKC v těchto tkáních velmi specificky, možný 
synergistický efekt by mohl probíhat prostřednictvím selektivní regulace aktivity izoforem 
PKC.  
 
Význam α2 podjednotky AMPK v akutním účinku metforminu na glukózovou 
homeostázu   
 α podjednotka AMPK je v organizmu exprimována ve dvou izoformách, α1 a α2. 
Výskyt jednotlivých  izoforem  je  tkáňově  specifický.  Izoforma  α1  se  ve  větší  míře  
nachází v adipocytech a erytrocytech, zatímco izoforma  α2  je dominantní  v kosterním  
svalu, srdci a hypothalamu. Exprese obou podjednotek je přibližně stejná v játrech (Hardie, 
2007). α2 podjednotka AMPK je velmi důležitá pro celotělovou inzulínovou citlivost, 
zatímco α1 podjednotka nemá na glukózovou homeostázu tak zásadní vliv. Myši 
s chybějící α2 podjednotkou AMPK vykazují vysokou glykémii po příjmu potravy či 
podání glukózy a zhoršenou sekreci inzulínu, zatímco myši s knockoutem podjednotky  α1 
žádný defect v glukózové tolerance nevykazují (Viollet et al., 2003). Pro zjištění, je-li pro 
akutní účinek metforminu na celotělovou glukózovou toleranci nezbytná α2 podjednotka 
AMPK, jsme provedli experiment s použitím myší s celotělovým knockoutem α2 
podjednotky AMPK. 
Hmotnost myší se na počátku testu lišila a α2 AMPK KO skupina vážila v průměru 
signifikantně méně už od 5. týdne. V souladu s literaturou (Viollet et al., 2003) α2 AMPK 
KO skupina vykazovala inzulínovou rezistenci i při nižší hmotnosti, jak bylo patrné 
z hodnot glykémie v průběhu GTT. Účinek metforminu na glukózovou toleranci myší 
s deficientní  α2 podjednotkou AMPK tak nebyl zkreslen rozdílnou hmotností obou skupin. 
  Myším byly podány dvě dávky metforminu (60 mg/kg a 30 mg/kg) nebo placebo. 
Vzhledem k tomu, že myši s knockoutem α2 podjednotky AMPK vykazovaly během GTT 
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odlišné hodnoty než kontrolní skupina, byly výsledky byly vyjádřeny jako procentuální 
podíl hodnoty AUC kontrolní skupiny, pro zobrazení účinku metforminu. V případě 
inkrementální i celkové AUC se prokázalo, že metformin v dávce 60 mg/kg signifikantně 
snížil AUC a tedy i glykémii v průběhu GTT u kontrolních i AMPKα2 KO myší a to 
v podobné míře, konkrétně o 29%, resp. 28%. Dávka metforminu (30 mg/kg) také snížila 
AUC u kontrolních i AMPKα2 KO myší (o 16% a 6%), rozdíl však nebyl signifikantní. Je 
zde jasně patrný vztah dávka-odpověď, což potvrzuje, že časný účinek metforminu na 
glukózovou toleranci v časovém období 30 minut až 3 hodiny, je nezávislý na katalytické 
podjednotce α2 AMPK v rámci celého organizmu. Tyto pozorování rozšiřují dosavadní 
výsledky (Foretz et al., 2010) a ukazují, že metformin účinně zlepšuje glukózovou toleranci  
nezávisle na podjednotkách α1 i α2 jaterní AMPK po jednorázové aplikaci metforminu 
(v dávkách 300 mg/kg, 150 mg/kg). V případě dávky 50 mg/kg nebyl rozdíl v AUC 
signifikantní, jako v případě našeho pokusu, ale také došlo ke snížení glykémie ve všech 
měřených časech. V této publikaci  byly použity myši s knockoutem α1 i α2 podjednotky 
AMPK v játrech (Foretz et al., 2010). Naše výsledky s použitím myší s celotělovou 
deficiencí α2 podjednotky AMPK rozšiřují dosavadní informace o akutním účinku 
metforminu v rámci celého organizmu a potvrzují, že ani funkčnost α2 podjednotky AMPK 
v ostatních tkáních není nutná pro akutní účinek metforminu na glukózovou toleranci. 
Přesto by se AMPK na efektu metforminu na glukózovou toleranci mohla podílet, a proto 
byla změřena aktivita AMPK v játrech a kosterním svalu.  
  
Význam AMPK v játrech a kosterním svalu v akutním účinku metforminu  
 Metformin je považován za aktivátor AMPK (Zhou et al., 2001). n-3 PUFA aktivují 
AMPK v játrech (Suchankova et al., 2005) a jeden z mechanizmů, kterým by mohly n-3 
PUFA posilovat účinek metforminu je vliv na AMPK. V játrech jsou exprimovány obě 
izoformy podjednotky α. Podjednotka α2 v játrech je zodpovědná za snížení jaterní 
produkce glukózy a udržování glykémie nalačno (Jelenik et al., 2010), zatímco α1 
podjednotka se zřejmě na udržování glukózové homeostázy nepodílí (Viollet et al., 2003). 
Metformin nezvýšil aktivitu α1 ani α2 podjednotky jaterní AMPK 1 hodinu po jeho podání. 
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Aktivita jaterní AMPK in vitro v potkaních hepatocytech se signifikantně zvyšuje až po 3 
hodinách inkubace s různými dávkami metforminu (Stephenne et al., 2011), in vivo dochází 
k nástupu účinku později, aktivace jaterní AMPK tak pravděpodobně není zahrnuta 
v mechanizmu časného účinku metforminu. Ani dieta HFD+F signifikantně nezvýšila 
aktivitu katalytických podjednotek AMPK. Toto se neshoduje s výsledky jiného 
experimentu (Suchankova et al., 2005), kde byla pozorována aktivace AMPK po 7 dnech 
podávání diety bohaté na n-3 PUFA v porovnání s kontrolní skupinou. V této publikaci 
byla naměřená aktivita AMPK nalačno podobná mezi oběma skupinami. Po podání potravy 
se aktivita AMPK snížila, ale u skupiny krmené n-3 PUFA bylo toto snížení signifikantně 
menší (Suchankova et al., 2011). Tento rozdíl mohl být zapříčiněn použitím jiného 
zvířecího modelu, a to potkana a diety, kdy byla podávána dieta s vysokým obsahem n-3 
PUFA.   
 Ani v kosterním svalu jsme neprokázali zvyšení aktivity AMPK vlivem 
metforminu. To je v souladu s výsledky článku z roku 2006, kde po jednorázové aplikaci 
metforminu došlo k fosforylaci AMPK na Thr
172
 v kosterním svalu in vivo až po 5-6 
hodinách (Suwa et al., 2006). Mechanizmus, kterým metformin takto významně snižuje 
glykémii už v raných fázích jeho působení tak pravděpodobně nezahrnuje aktivaci AMPK 
v játrech a kosterním svalu.  
 
Vliv jednorázového podání metforminu na sekreci inzulínu   
 Po podání glukózy dochází k nárůstu její hladiny v krvi. Na zvýšení glykémie 
reagují β buňky pankreatu zvýšením sekrece inzulínu. Inzulín stimuluje vstup glukózy do 
buněk a dochází ke snížení její hladiny v krvi. U zdravého jedince tak po podání glukózy 
nedochází k tak velkým vzestupům glykémie jako u inzulín-rezistentního (Rhodes a White, 
2002). Pro objasnění mechanizmu, jakým metformin snižuje glykémii v průběhu zlepšuje 
glukózovou toleranci, byly změřeny hladiny inzulínu v plazmě nalačno a ve 30. minutě 
GTT po podání vysoké dávky metforminu (400 mg/kg). Hladina inzulínu se zvýšila u všech 
skupin jako odpověď na aplikaci glukózy, avšak nebyly nalezeny rozdíly mezi skupinami, 
kterým byl nebo nebyl podán metformin. Projevil se pouze trend, dle kterého dieta HFD+F 
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mírně zvýšila sekreci inzulínu v porovnání se skupinou HFD. To je v souladu s výsledky 
experimentu,  kde byl metformin podáván dlouhodobě a také nedošlo ke zvýšení sekrece 
inzulínu. Naopak hladina inzulínu na lačno a i hladiny inzulínu po podání glukózy byly 
vždy snížené v porovnání s kontrolní skupinou HFD (Matsui et al., 2010). Ukázalo se tak, 
že za akutní účinek metforminu na glykémii během GTT není zodpovědná zvýšená sekrece 
inzulínu, ale jiný mechanizmus.  
Podání metforminu akutně zvyšuje hladiny GLP-1 v porovnání s kontrolní skupinou 
už 90 minut po aplikaci (Matsui et al., 2010). GLP-1 je sekretován střevem při průchodu 
potravy a jeho výlev je stimulován i glukózou. GLP-1 zvyšuje sekreci inzulínu, inhibuje 
sekreci glukagonu a zvyšuje inzulínovou citlivost (Tolhurst et al., 2009). Ve stavu zhoršené 
inzulínové citlivosti je sekrece glukagonu zvýšená a stimuluje glukoneogenezi v játrech 
(Miller et al., 2013). Je možné, že podání metforminu a následně bolusu glukózy per orálně 
stimulovalo sekreci GLP-1, který poté prostřednictvím inhibice sekrece glukagonu zlepšil 
odpověď organizmu na dávku glukózy.   
 
Časný účinek metforminu na inzulínovou citlivost  
 Vzhledem k tomu, že časný účinek metforminu a jeho kombinace s n-3 PUFA na 
glukózovou citlivost není zprostředkován zvýšením sekrece inzulínu ani aktivací AMPK, 
byla testována hypotéza, že metformin zlepšuje glukózovou toleranci prostřednicvím 
zvýšení citlivosti tkání k inzulínu. Proto byla stanovena aktivace Akt/PKB, která je 
klíčovým uzlem v signalizaci spouštěné inzulínem a zodpovídá za inzulínovou citlivost. 
Byla měřena fosforylace Akt/PKB na Thr
308
, aminokyselině, jejíž fosforylace je klíčová pro 
přenos inzulínového signálu (Karlsson et al., 2005).V kosterních svalech diabetických 
pacientů nebyla po dlouhodobé léčbě metforminem zjištěna zvýšená aktivita Akt/PKB 
(Kim et al., 2002), zatímco v játrech vyvolala 30-ti minutová expozice hepatomových 
buněk metforminu in vitro aktivaci proximálních členů inzulínové signální kaskády, a to IR 
a IRS (Gunton et al., 2003). Naše výsledky popisující akutní účinek metforminu nebo n-3 
PUFA v kosterním svalu a játrech neukazují, že ke zlepšení glukózové tolerance dochází 
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prostřednictvím zvýšení inzulínové citlivosti aktivací Akt/PKB. Kombinace metforminu 
s n-3 PUFA také nedokázala zvýšit signalizace Akt/PKB v játrech nebo kosterním svalu.  
 Protože je metformin nejrozšířenějším preparátem pro léčbu diabetu 2. typu, je třeba 
mechanizmus fungování této látky dále studovat. Zejména akutní účinek metforminu není 
dostatečně charakterizován, je třeba zjistit, která tkáň odpovídá za toto působení a jaké 
mechanizmy se tohoto procesu účastní. n-3 PUFA vykazují v mnoha ohledech benefiční 
účinky na metabolizmus. V kombinaci s jinými preparáty pro léčbu diabetu 2. typu n-3 
PUFA aditivním způsobem zvyšují inzulínovou citlivost kosterního svalu. Je třeba 
charakterizovat, jakým způsobem by mohly n-3 PUFA zlepšovat účinky metforminu a to 





1. Byly provedeny tři testy glukózové tolerance s vysokou a nízkou dávkou 
metforminu na myších, u kterých byla předem indukována obezita vlivem 
podávání vysokotukové diety. Výsledky testů jasně prokázaly, že metformin 
významně zlepšuje glukózovou toleranci už 60 minut po podání jedné dávky této 
látky. Efekt metforminu výrazně závisí na podané dávce.  
 
2. Aditivní efekt kombinace metforminu a krátkodobého podávání diety s n-3 PUFA 
nebyl prokázán u vysoké ani nízké dávky metforminu v porovnáním se skupinami 
na vysokotukové dietě, kterým byla podána vysoká resp. nízká dávka metforminu..  
V experimentech s nízkou dávkou metforminu bylo dosaženo signifikantního 
zlepšení glukózové tolerance, v porovnání s kontrolní skupinou, pouze u skupiny 
kombinující účinek metforminu s n-3 PUFA.  
 
3. Testy glukózové tolerance transgenních myší s celotělovým knockoutem α2 
podjednotky AMPK, jimž byly podány nízké dávky metforminu, prokázaly, že α2 
podjednotka AMPK není nezbytná pro akutní účinek metforminu na glukózovou 
homeostázu. Měření aktivace AMPK v játrech a kosterním svalu také prokázala, že 
aktivace AMPK v těchto tkáních není zahrnuta v časném účinku metforminu.  
  
4. Stanovení aktivace Akt/PKB v játrech a kosterním svalu neprokázala významné 
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